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OBJETIVOS 
Parte I - Los quesos fundidos se han visto involucrados dos veces 
en brotes de intoxicacidn botullnica: uno en Estados 
Unidos (Meyer and Eddie, 1951), y otro en Argentina 
(Amato de Lagarde, 1974). 
La alta cantidaddehumectantes que deberla agregarse a 
este aliment0 para reducir su actividad de agua (aw) a 
niveles que impidan el crecimiento del Clostridium botu- 
linum, pueden ocasionar cambios adversos en las caracte- 
rlsticas organolepticas del mismo. Este problema podrfa 
evitarse parcialmente cornbinando el efecto de un pH y 
actividad de agua ligeramente reducidos, con el uso de 
un agente antimicrobiano tal como el sorbato de potasio. 
Uno de 10s objetivos de este trabajo (Parte I) fue es- 
tudiar el efecto del sorbato de potasio (SK) en la inhi- 
bici6n del crecimiento y la producci6n de toxina por el 
Clostridium botulinum tipo A usando un sistema modelo 
cuya composici6n y condiciones de aw y pH represente 
10s quesos fundidos'para untar producidos en Argentina. 
Parte 11- Si bien el Clostridium botulinum tipo G no se ha visto 
involucrado en ningdn caso de toxinfeccidn alimentaria, 
su aislamiento y la deteccidn de su toxina en varias 
autopsias hablan de su posible patogenicidad para el 
hombre. Desde su primer aislamiento en la provincia de 
Mendoza (Argentina) en 1969, se han publicado varios 
trabajos sobre este microorganismo, per0 abn es mucho 
lo que se desconoce. El objetivo de esta segunda parte 
(Parte 11) ha sido determinar el efecto de la actividad 
de agua y el pH en el crecimiento y la produccidn de 
toxina por el Clostridium botulinum tipo G, a 32OC, ya 
que no se dispone de esta informacidn en la literatura. 
Se espera que 10s resultados obtenidos, ademds de su 
significado tedrico, Sean de utilidad prsctica ya que 
ayudardn a garantizar la seguridad de 10s alimentos pro- 
cesados. 
INTRODUCCION 
En 1974, un queso fundido para untar, con cebolla, cause 
un brote de botulismo tipo A en Buenos Aires, que afect6 a once 
personas y causd tres muertes (Amato de Lagarde, 1974). Magrini 
et al. (1983) realizaron un estudio sobre 10s valores de aw y pH . 
de 10s quesos fundidos para untar producidos en Argentina, y ha- 
llaron que la actividad de agua variaba entre 0,968 y 0,978, y el 
pH entre 5,6 y 6,l. Briozzo et al. (1983) encontraron que el 
Clostridium botulinum tipo A creci6 bien y produjo toxina en un 
medio definido de pH 5.7 y a" ajustada en el rango mencionado, 
per0 no se observd desarrollo ni produccidn de toxina a a, 0,949 
ni por debajo. Adembs, se encontrb, en concordancia con 10s resul- 
tados obtenidos en 10s medios sintsticos, que se producfa toxina 
en muestras de quesos fundidos para untar (aw 0,970 y pH 5.7) in- 
cubados a 30°C. Aunque las etiquetas de estos productos recomien- 
dan guardarlos refrigerados, generalmente se 10s somete a excesos 
de temperatura durante su distribucidn y almacenaje. Por esa ra- 
2611, es importante encontrar formas de prevenir o reducir el ries- 
go del crecimiento y produccidn de toxina por C. botulinum en que- 
sos fundidos no refrigerados. La reduccidn de la actividad de 
agua permitirfa alcanzar ese objetivo, per0 eso no es siempre po- 
s i b l e  debido a cambios en e l  sabor  y t e x t u r a  d e l  a l iment0 produ- 
c idos  por l a  cant idad d e  s o l u t o  necesar io  para b a j a r  l a  a,. 
Wagenaar y Dack (1955) no obtuvieron d e s a r r o l l o  en quesos 
fundidos,  de  pH 5,2 a 6,3 cuya a, e r a  i n f e r i o r  a 0.95-0.97 (ca l -  
culada en base a sus  d a t o s )  y con aproximadamente 1000 ppm de  ben- 
zoato. Grecz e t  a l .  (1965) encontraron una gran  e s t a b i l i d a d  de  l a  1 
toxina  bo tu l fn ica  en quesos fundidos (no dec l ind  s u  t f t u l o  despues 
de  6 afios de  almacenaje a 2-4OC). Tanaka e t  a l .  (1979) observaron 
produccidn de  toxina  en quesos fundidos de  a, 0,95 y pH 5 ,8  en 
12 semanas, y en 4 semanas a a, 0.96 y pH 5.9 ambos incubados a 
30°C. Kautter  e t  a l .  (1979) obtuvieron produccidn de  tox ina  en que- 
so  fundido con jamdn, a una a, y pH t a n  b a j o s  como 0,936 y 5,70 
respectivamente y en queso Limburger de  a, 0,95 y pH 6,26, a 35OC. 
E s  cur ioso  que h a l l a r a n  toxina  a a, 0,936 (pH 5 , 7 ) ,  i n f e r i o r  a 1  
mfnimo a, d e  d e s a r r o l l o  en condiciones dptimas. Kaut te r  e t  a l .  
(1981) en igua les  condiciones observaron crecimiento y produccidn 
de  tox ina  en 26-28 d f a s ,  en un queso de  imi tac idn  d e  pH 5,86 y aw 
0,973, a 26OC. Tanaka (1982 a)  compard dos metodos d e  inoculaci6n,  
uno duran te  e l  proceso de  fab r i cac idn  d e l  queso, y o t r o  post-pro- 
ceso y h a l l 6  d iscrepancias  e n t r e  ambos que podrfan e x p l i c a r  e l  
extrafio r e su l t ado  de  Kautter  et  a1 (1979). El  metodo post-proceso 
c o n s i s t f a  en inocu la r  l a  suspensi6n de  esporas  (en so luc i6n  f i s i o -  
l6gica (Kautter et al., 1979) o en agua (Tanaka, 1982)) por medio 
de una jeringa, introduciendo la aguja en el queso y rotando en 
cfrculos a medida que se introducfa el inbculo. Tanaka encontr6 
que ademds de tener zonas con una concentracidn de esporas muy 
elevada, se producfa una dilucidn local de 10s componentes del 
queso con un increment0 de la actividad de agua ya que la humedad 
subfa del 52 a1 58% en esas zonas. ~ambien podrfa explicarse el 
resultado de Kautter et al. (1979) por un error en la determina- 
cidn de la aw. 
Actualmente el sorbato de potasio es un aditivo permitido 
en quesos fundidos en EEUU (Sofos and Busta, 1981) per0 su uso no 
se debe a sus propiedades antibotullnicas sino a su actividad an- 
tifbngica. Sin embargo en 10s dltimos afios se ha demostrado en di- 
fe-rentes estudios que una concentraci6n de 0,20-0,26% de sorbato 
de potasio produce cierta inhibicidn en el crecimiento y produc- 
ciijn.de toxina por el C. botulinum en diversos productos (Ivey and 
Robach, 1978; Sofos and Busta, 1980; Sofos et al., 1979 a, b y c; 
Restaino et al., 1981; Sofos and Busta, 1981). Por este motivo se 
estudi6 el efecto del sorbato en la producci6n de toxina por - Clos-
tridium botulinum tipo A en un sistema modelo cuya actividad de 
agua, pH y composicidn qulmica se ajustaran de manera de semejar 
un queso fundido para untar. 
El termino actividad de agua (aw) fue introducido por Scott 
(1953, 1957). Los distintos mgtodos tradicionales de preservacidn 
(tales como el salado y curado de carnes, el secado y congelado) 
y tambign 10s metodos recientes (alimentos de humedad intermedia). 
estdn basados (a1 menos parcialmente) en la reduccidn de la acti- 
vidad de agua. La a, de un medio de cultivo, o de un alimento, in- 
fluye en el crecimiento, en la actividad metabblica y en la capa- 
cidad de sobrevivir de 10s microorganismos. Por esta raz6n es im- 
portante tener informacidn de 10s valores de actividad de agua a 
10s cuales 10s microorganismos pueden multiplicarse y producir 
toxinas. Basados en esa informacidn, la aw de 10s alimentos puede 
ser ajustada de manera de mejorar la estabilidad y seguridad de 
10s mismos (Leistner and Radel, 1975). Si bien existen bastantes 
estudios sobre 10s valores de a, y pH que permiten la germinacibn, 
el desarrollo y la produccidn de toxina para 10s distintos tipos 
de Clostridium botulinum,'ya sea en medios de cultivo o en alimen- 
tos, estos no se conocen para el tipo G (Scott, 1957; Baird-Parker 
and Freame, 1967; Denny et al., 1969; Ohye and Christian, 1966, 
Marshall et al., 1971; Emodi and Lechowich, 1969; Kautter et al., 
1979; Amato de Lagarde and Beerens, 1970; Briozzo et al., 1983). 
Aunque el estudio de Sonnabend y col. (1981) no pudo confirmar 
que las muertes fueron producidas por el Clostridium botulinum 
tipo G, es muy probable que sea patdgeno para el hombre. A pesar 
de que no han sido descriptos hasta la fecha brotes de botulismo 
por alimentos, con este tipo toxig6nic0, la probabilidad de su 
ocurrencia hace necesario un estudio minucioso de su comportamien- 
to en las condiciones en las que podrla desarrollar en 10s mismos. 
Todo cambio en las condiciones ffsicas y/o qufmicas producido en 
el medio en el cual se encuentra un microorganismo puede provocar 
en 61 una situacidn de "stress" a la cual muchas veces, puede 
adaptarse continuando su normal desarrollo. Si las condiciones 
son extremas, la "injuria" producida puede tornarse irreversible, 
limitando su crecimiento o provocando la muerte del germen. Te- 
niendo en cuenta la importancia de la actividad de agua. y el pH 
en el desarrollo microbiano, y que estos dos factores pueden ser 
modificados durante la formulacidn de 10s alimentos procesados, 
se decidid estudiar su influencia en el desarrollo y produccidn 
de toxina por el Clostridium botulinum tipo G. 
ACTIVIDAD DE AGUA EN ALIMENTOS 
A traves de 10s dltimos 20 aiios la importancia de la acti- 
vidad de agua en 10s alimentos atrajo la atencibn de 10s micro- 
biblogos, que estudiaron su relacidn con respecto a1 desarrollo 
de 10s microorganismos. Tambign 10s qufmicos observaron su influerf- 
cia en reacciones de deterioro enzimdticas y no enzimdticas (Tro- 
ller, 1978). Sin embargo no fue sino hasta el momento en que co- 
menzaron a estudiarse 10s alimentos de humedad intermedia que ad- 
quirid una importancia relevante, tanto en la preservaci6n como 
en el procesamiento de 10s alimentos. 
Los procesos de preservacidn de alimentos tienen. el objeti- 
vo comdn de extender la duracidn de 6stos de manera de permitir 
su almacenaje y distribucidn. La primera y mbs importante limita- 
cidn que encontramos a esto es la actividad microbiana. Algunos 
mgtodos de preservacidn que se usan desde tiempos remotos alcanzan 
este objetivo disminuyendo el agua disponible para 10s microorga- 
nismos (por ejemplo la deshidratacibn, concentracidn. salado, 
agregado de azlicar, etc.) (Karel et al., 1977). 
Vamos a detenernos brevemente en esta introduccidn para 
repasar algunos conceptos sobre a, y su influencia en el desarro- 
110 de 10s microorganismos. 
La Ley de  Raoult 
La ac t iv idad  acuosa puede ser def in ida  como e l  coc ien te  
de  l a  fugacidad d e l  agua en una solucidn r e f e r i d a  a l a  d e l  agua 
pura. en l a s  condiciones normales de  temperatura y a pres i6n a t -  
con : 
pw = presi6n de  vapor p a r c i a l  d e l  agua en l a  so lucidn y 
p; = presi6n de vapor d e l  agua pura,  ambas a l a  misma tempe- 
ra tu ra .  
Esta  expresi6n puede i n t e r p r e t a r s e  tambien como l a  humedad 
'I 
r e l a t i v a  de  equilibria (HRE) con e l  alimento. 
- HRE 
aw - 100 
D e  acuerdo a l a  Ley de  Raoult pa ra ' so luc iones  i dea l e s  
pi = x . p ?  es d e c i r  que l a  pres idn  p a r c i a l  d e  c u a l q u i e r  componente 
1 1  
de  una so luc idn  es i g u a l  a l a  pres idn  p a r c i a l  d e l  componente puro 
por s u  f r a c c i 6 n  molar en l a  solucibn.  
Por l o  t an to :  
Puesto que l a  Ley d e  Raoult es v d l i d a  s d l o  pa ra  soluciones 
i d e a l e s ,  encontramos que e s t a  expresidn nos da v a l o r e s  p rec i sos  
de  aw s 6 l o  para soluciones d i l u f d a s  (mfnimas desviac iones  de  l a  
idea l idad)  (Ross, 1975). Para so luc iones  d e  no e l e c t r o l i t o s  e s t a  
desviac idn  puede ser pequefia, per0 para 10s e l e c t r o l i t o s  es gene- 
ralmente grande, aumentando con e l  ndmero de  iones  generados por 
mol6cula. Por l o  t a n t o  para c a l c u l a r  10s v a l o r e s  de  a, para  solu-  
t o s  no i d e a l e s  s e  usa un c o e f i c i e n t e  osm6tico molal 0 ,  en l a  f6r -  
mula: 
donde V es el  nthero  de  iones  generados por  mol6cula y - m l a  con- 
centraci6n molal. Los valores de fl para electrolitos fueron dados 
por Robinson y Stokes (1965); para no electrolitos por Scatchard 
y col. (1938) y Wolf (1966). 
Tambien se puede relacionar'la presi6n osm6tica con aw por 
la expresi6n 
es la presi6n osm6tica, y v el volumen parcial molar del agua. 
Teniendo en cuenta la importancia de conocer tedricamente 
el valor de aw, Pitzer (1973) desarroll6 un sistema de ecuaciones 
para las propiedades termodindmicas de 10s electrolitos sobre un 
andlisis del modelo de Debye-Hfickel. Dichas ecuaciones ajustan 
10s valores experimentales, dentro del error experimental, tanto 
para soluciones dilufdas como 6 molal. El coeficiente osm6tico , 
es dado por las ecuaciones desarrolladas por Pitzer (1973) de la 
siguiente forma: 
donde vM y vx son el ntimero de iones M y X de la f6rmula y ZM y 
Z X  son sus r e spec t ivas  cargas  en unidades e l e c t r b n i c a s ;  ademds 
I 
v = vM + vx. L a s  o t r a s  cant idades son: 
(0)  
BMx y 8 2 )  def inen  e l  primer0 y segundo c o e f i c i e n t e  v i r i a l  y 
Cm d e f i n e  e l  t e r c e r  c o e f i c i e n t e  v i r i a l ,  e I ( fue rza  i b n i c a )  = 
2 % E m i  Zi. A es el  c o e f i c i e n t e  de  ~ e b ~ e - ~ i i c k e l  pa ra  l a  funcibn 8 
y t i e n e  un v a l o r  de  0,392 a 25OC. La cons tan te  b se tom6 i g u a l  a 
1 , 2  para todos 10s s o l u t o s  y a = 2 ( P i t z e r  and Mayorga, 1973). 
Los mejores va lo res  de  , 8 ( l )  y C para  e l  N a C l  a 25OC fueron 
evaluados por  P i t z e r  y Mayorga (1973) de  10s c o e f i c i e n t e s  osmdti- 
cos d e l  l i b r o  de  Robinson y Stokes (1965)- Los v a l o r e s  ha l l ados  
fueron 0,076, 0,2664 y 0,00127. para 8 , 8 y C respectivamen- 
te, 
La dependencia de  e s t o s  pardmetros con l a  temperatura f u e  
dada por S i l v e s t e r  y P i t z e r  (1978): 
donde Tr = 298,15OC y 10s pardmetros qi se dan en la Tabla 1. 
Los valores de 10s parbnetros de Debye-HGckel en la ecua- 
cidn 6 a diferentes temperaturas fueron dados por Ananthaswamy y 
Atkinsons (1984); b y a son independientes de la temperatura. 
La Tabla 2 muestra la aw de soluciones de NaCl a 15, 25 y 
35OC; se observa que la temperatura prdcticamente no influye en 
la aw en este rango de temperatura, las mdximas diferencias son . 
+ del orden de - 0,002 aw. 
En cuanto a la prediccidn del a, de soluciones acuosas de 
no electrolitos debemos tener en cuenta el modelo de Norrish 
(1966) el cual, basdndose en un andlisis termodinSmico de solucio 
nes, propuso la siguiente correlacidn para sistemas binarios de 
no-electrolitos que aplic6 a soluciones de azticares y polioles: 
donde X1 y X2 son las fracciones molares del agua y del soluto 
Tabla 1: Coeficientes de l a s  ecuaciones 9,  10 y 11 (S i lves ter  
and Pitzer,  1978) 
Tabla 2:  Actividad de aqua de soluciones de NaCl a 15,  25 y 35OC 
(Chir i fe  and Resnik, 1984) 
- 
(1)  gramos de s a l  anhidra . . . 
respectivamente y K es una constante que las correlaciona. Norrish 
(1966) dio 10s valores de K para sacarosa, azGcar invlertido, jara- 
bes de glucosa, glicerol y sorbitol (originalmente la ecuaci6n 
fue definida en logaritmo de base 10). Teng y Lenzi (1974) usa- 
ron un polinomio del tipo: 
para ajustar datos experimentales de aw en soluciones binarias de 
no-electrolitos recopilados de la literatura; - m es la molalidad 
Be1 soluto, - k el grado del polinomio, Ai su coeficiente y la 
desviacidn standard. El msximo ajuste se obtuvo incrementando k 
hasta obtener el menor 0 de la regresibn. La mayorfa de estos da- 
tos fueron obtenidos por mediciones precisas de la presi6n de va- 
por a trav6s del metodo isopi6stico. 
Para 10s sistemas multicomponentes Ross (1975) desarroll6 
una ecuaci6n muy simple para estimar la actividad de agua, a tra- 
v6s de varias simplificaciones de la ecuaci6n de Gibbs Duhem 
I,' 
donde ni es el ndmero de moles del componente i y ai la activida 
del componente i. 
Suponiendo que no hay interacci6n entre 10s distintos so- 
lutos Ross (1975) llega a la expresidn 
es decir que la a de la mezcla es el product0 de la actividad de 
W 
agua de cada componente (awO) considerando que estd disuelto en . 
1 -3 
toda el agua del sistema, independientemente de 10s otros. Esta 
-1 
ecuaci6n se cumple muy bien para no electr~litos~y no electroli- 
4 
tos y un electrolito fuerte. Para dos o mbs electrolitos fuertes - *  
. I 
comienza a ser menos exacta a valores de aw inferiores a 0.95 
(Ferro Fontdn et al., 1980). 
Influencia de la actividad de aqua en el desarrollo bacteriano 
La reducci6n de la actividad de agua tiene un efecto dram 
tico sobre 10s microorganismos: se observa que se produce un in- :i 
cremento en la fase lag, disminuye la velocidad de crecimiento y 4 
la producci6n de celulas (Figura 1). A valores de aw inferiores - i 
- 2 
a1 mfnimo para el crecimiento. las cglulas pueden permanecer la- 
- '$ 
Figura I :  Efecto de la reducci6n del a en el crecimiento 
de bacter i as ( ~ r o  l l er, 1980) Y 
b 
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tentes o morir (Sperber, 1983). 
En un aliment0 el microorganismo debe luchar contra una 
gran variedad de elementos, algunos naturales y otros agregados 
por el hombre. Por ejemplo el pH (Troller, 1973; Ito and Chen, 
19781, la presencia o ausencia de aire (Mead, 1969; Christian 
and Stewart, 1973; Roberts and Smart, 1976), nitritos y nitratos 
(Roberts and Ingram, 1973; Tompkin et al., 1978; Benedict, 1981), 
sorbatos (Boylan et al., 1976; Smoot and Pierson, 1981), tempe- 
ratura de incubacidn (Wodzinsky and Frazier, 1960; Abrahamson et 
al., 1966; Baird-Parker and Freame, 1967; Grecz and Arvay, 1982), 
y otros factores pueden interactuar poderosamente con el aw, para 
aurnentar la inhibici6n de un microorganismo o grupo de ellos 
(Troller, 1980). Podrfamos ejemplificar &to con la Tabla 3. 
SegGn Troller y Christian (1978), la mayorla de las bacte- 
r i a ~  no halofllicas tienen el mdximo crecimiento para aw 0,997- 
0,980. En terminos generales, entre estas bacterias, 10s bacilos 
gram-negativos son 10s mds sensibles a1 aw reducido con un mfnimo 
de 0,96-0,94 en medios de cultivo. Para el genero Clostridium 
el mlnimo est6 entre 0,95-0,94 y para el genero Bacillus 0,93-0,90. 
El rango mds amplio lo presentan las Micrococaceas con un aw mf- 
nimo entre 0,95-0,86. Las bacterias halofllicas en cambio, crecen 
a bajas aw (producidas por sales inorgdnicas). 
Tabla 3: Crecimiento de  Clostridium botulinum t i p o  B a v a r i o s  ni-  
v e l e s  de  temperatura. pH y aw (Ohye and Chr i s t i an .  1966). 
~ 
- aw 
Temperatura pH 
(b )  perlodo de  incubaci6n ( d l a s )  a n t e s  de  que s e  observase c r e c i -  
miento. No hub0 crecimiento a 10°C 
Los hongos son 10s microorganimos mds osmotolerantes, por 
ejemplo el Xeromyces bisporus, segdn Scott (1957) , y Pitt y 
Christian (1968), pueden crecer a un aw tan bajo como 0,60. Pero 
la mayorfa de 10s hongos tienen un aw lfmite entre 0,80-0,95 y 
las levaduras 0,88-0,95 (Corry, 1971). Puesto que las bacterias 
son microorganismos que crecen rbpidamente, en condiciones favo- 
rable~ crecerdn mds que 10s hongos. 
La Tabla 4 da 10s valores mfnimos para el crecimiento de 
algunos microorganismos asociados con alimentos. 
Ha .sido bastante bien demostrado que la principal reacci6n 
de las celulas microbianas a 10s cambios ambientales de a,. (pro- 
ducidos por el agregado de solutos no penetrantes como el NaCl y 
la sacarosa), es la regulacidn de su contenido interno de solutos 
de manera de exceder levemente la osmolalidad exterior y evitar 
asf la perdida de agua. Si la presi6n osm6tica del medio es tan 
elevada que excede la capacidad osmorreguladora de la cglula bac- 
teriana, se pierde agua irreversiblemente, cesa el crecimiento y 
se produce la muerte a una velocidad que depende tanto del aw co- 
mo de otros factores ambientales. 
La cglula parcialmente deshidratada se hace metabolicamente 
menos activa (o queda en estado de latencia) y puede incrementar 
considerablemente su resistencia termica, como ocurre con Salmo- 
Tabla 4: Mfnimo a*. para el crecimiento de microorganismos aso- 
-- w 
ciados a alimentos (Rocland and Stewart, 1981) 
- 
a Bacterias Levaduras Hongos 
W 
0,98 Clostridium botulinum tipo C --- --- 
0,97 C.botulinum tipo E 
0,96 Klebsiella, shigella 
0,95 Bacillus, C. botulinum 
tipos A y B 
0,94 Lactobacillus 
0,93 Streptococcus 
Rhodotorula 
Stachybotrys 
Botrytis, Mucor, 
Rhizopus 
0,90 Micrococcus, Staphylococcus Hansenula, 
aureus Anaerdbico Saccharomyces 
Cdndida , Cladosporium 
Debaryomyces 
Debaryomyces 
--- 
0,87 --- 
0,86 Staphylococcus aureus 
Aerdbico 
--- Alternaria, 
Paecilomyces 
Tabla 4 (continuacibn) 
0,75 Halobacterium, Halococcus 
0,70 --- 
0,62 
0,61 
Debaryomyces 
Saccharomyces Penicillium 
--- , Aspergillus 
Esmericella 
--- Wallemia 
--- Chrysosporium 
Saccharomyces Eurotium 
--- Monascus 
(Xeromyces) 
nella typhimurium en altas concentraciones de azdcares (Gould, 
1985). Las esporas bacterianas tienen un bajo contenido de agua 
en el citoplasma (aunque est6n supendidas en agua pura). Se pien- 
sa que esa disminucidn del contenido de agua de la espora es la 
causa principal del increment0 de resistencia termica respecto a 
la cglula vegetativa (casi 4 0 ° C )  (Gould, 1985). 
Solutos compatibles 
Se encontr6 que el tipo de soluto utilizado para bajar el 
tiene cierto efecto sobre el mfnimo valor de actividad de agua 
que permite el crecimiento de 10s microorganismos. As1 el KC1, glu- 
cosa o sacarosa tienen un efecto semejante. El glicerol en cambio 
permite el desarrollo a valores bastante inferiores de aw. El gli- 
cerol penetra libremente a la celula. Este efecto puede observar- 
se en la Tabla 5. 
Se denomina "soluto compatible" a aqu6l que siendo osm6ti- 
camente activo se acumula intracelularmente, para contrarrestar 
el desequilibrio osmdtico producido a1 exponer la c6lula a una aw 
reducida (Gould and Measures, 1977). En tgrminos generales, se 
encontraron iones potasio en bacterias halofllicas, polioles en 
levaduras , prolina en bacterias osmotolerantes , dcido f-aminobu- 
Tabla 5: Influencia del soluto en el mfnimo a_- para el crecimien- 
to de bacterias (Sperber, 1983) 
Organismo 
Mfnima a, para el crecimiento en 
Glucosa : Glicerol 
Clostridium perfringens 
Clostridium botulinum tipo E 
Clostridium sporogenes 
Lactobacillus helv6ticus 
Streptococcus thermophilus 
Streptococcus lactis 
Pseudomonas fluorescens 
Vibrio parahaemolyticus 
tfrico en bacterias moderadamente osmotolerantes y dcido glutb- 
mico en las bacterias menos osmotolerantes (Troller, 1980). Sin 
embargo la lista de solutos compatibles u osmorreguladores conti- I 
nba incrementbndose. I 
Funci6n de 10s solutos osmorrequladores 
Los diferentes estudios de plasmdlisisy .Aeplasm6lisis asf 
como 10s de 10s cambios de contenido de agua intracelular, confir- 
man que el rol de 10s solutos compatibles es retener suficiente 
agua en el citoplasma como para mantener su actividad metabdlica. 
Es mbs, se ha verificado que estos solutos generalmente penniten 
que contintie la actividad enzimdtica a valores de awmbs bajos , 
que 10s que permiten la mayorSa de 10s solutos extracelulares 
(Gould, 1985). 
Asf el glicerol y otros polioles son pobres inhibidores de 
la actividad enzimdtica de diversas enzimas; el cambio enzimdtico 
de Entner-Doudoroff se inhibid un 50% en Pseudomonas fluorescens 
a a" 0,98 con NaC1, con sacarosa aproximadamente a 0,96 y 0,85 con 
glicerol (Prior and Kenyon, 1980) . 
El glutamato de potasio permite la actividad de las enzi- 
mas que metabolizan la glucosa (en Ps. fluorescens) a valores mbs 
ba jos  que el  NaCl (Measures, 1975). Glic ina  be ta fna  es menos in -  
h ib idora  que g l i c e r o l  y  pro l ina .  La sacarosa y l a  d i m e t i l  g l i c i n a  
son levemente menos inh ib idoras ,  mient ras  que e l  N a C l  inhib1a un 
90% l a  a c t i v i d a d  e n z i d t i c a  y e l  CaC12 un 100% (Gould, 1985). 
Algunos de  e s t o s  s o l u t o s  protegen a las  pro te fnas  de  l a  
desna tu ra l i zac i6n  por  ca lo r .  Se demostr6 que 10s p o l i o l e s  prote-  1 
gen a l a l i s o z i m a y  l a  r ibonucleasa,  y  que este e f e c t o  se incremen- 
t a  con e l  ndmero de  o x h i d r i l o s  d e l  p o l i o l .  L y D-prolina, be tafna  
y o t r o s  aminodcidos protegen l a  a-arnilasa. 
Adn permenece desconocido e l  mecanismo d e t a l l a d o  por  e l  
cuala lgunos  microorganismos e j e r c e n e l  c o n t r o l s o b r e  e ln ive1 ,c i top las -  
rnstico de  s o l u t o s ,  en respues ta  a cambios osm6ticos d e l  medio am- 
b ien te .  E s  ampliamente aceptado que e l  f l u j o  d e  agua a t r a v 6 s  de 
l a  rnembrana c e l u l a r  es pasivo. Por l o  t a n t o  e l  c o n t r o l  debe ocu- 
rrir por medio de  cambios en l a  osmolalidad y/o a t r a v e s  d e  cam- 
b i o s  de  fuerzas  f f s i c a s  tales como l a  r e s u l t a n t e  de  l a  contraccidn 
o expansidn c e l u l a r  (Gould, 1985). 
E l  crecimiento a  b a j a s  a" conduce a  cambios en l a  composi- 
c i6n l i p 1 d i c a  de  l a  membrana. Se pos tu la  que e l  rnovimiento de  11- 
pidos desde un rese rvor io  den t ro  o f u e r a  d e  l a  membrana a  medida 
que s e  cont rae  o se expande puede a c t u a r  para  mantener l a  t ens idn  
y t r a n s m i t i r  informaci6n de  l a  pres i6n  osmdtica ex te rna  (Gould, 
Mecanismo d e  r e s i s t e n c i a  a  l a  a c t i v i d a d  de  agua reducida  
A medida que se reduce l a  a c t i v i d a d  d e  agua, se observa 
que algunas b a c t e r i a s  de jan  d e  d e s a r r o l l a r  a  a l t a s  awl mien t ra s  
que o t r a s  son capaces d e  con t inua r  c rec iendo a  v a l o r e s  muy i n f e -  
r i o r e s .  
A 1  r e d u c i r  el  a" d e l  medio ex te rno  l a s  c g l u l a s  son someti- 
das  a  un shock osmdtico y rdpidamente p ie rden  agua. Es to  se deno- 
mina p la smdl i s i s .  ASP S. aureus a 1  ser pasado de un medio d e  a" 
0,995 a  o t r o  d e  aw 0,95 p i e r d e  aproximadamente un 50% de  s u  agua 
i n t r a c e l u l a r ,  y  Salmonella typhimurium aproximadamente 44% 1 
(Sperber,  1983).  Durante l a  p l a s m d l i s i s  l a  c e l u l a  no c r e c e r d  y 
puede mor i r  o  permanecer l a t e n t e .  Para  poder c r e c e r  debe r e d u c i r  
su  aw i n t r a c e l u l a r  para  recuperar  su  tu rgenc ia .  Las p o s i b i l i d a d e s  
de  l o g r a r  6 s t o  s e r f a n  dos: i n t r o d u c i r  e l  s o l u t o  que r edu jo  e l  aw 
externa  o  acumular o  produci r  un s o l u t o  d i f e r e n t e  que s e a  capaz 
de r e d u c i r  e l  aw i n t e r i o r  a  medida que permite  que con t inde  l a  ac- 
t i v i d a d  enzimbtica.  S in  embargo l a  a c t i v i d a d  enzimdtica  no es ne- 
cesar iamente  e l  determinante  d e  l a  r e s t r i c c i d n  de  c rec imiento  por 
reduccidn de  l a  aw ya que s e  v i 6  con v a r i o s  micro?rganismos que 
estos se inhiblan a valores de a, muy superiores a 10s que inhiben I 
varios caminos metabdlicos (Tabla 6). 
I 
,I La figura 2 muestra un esquema de 10s eventos intracelulad- ,I 
res: la celula se encuentra en su msximo crecimiento a a, 0,995. ;': 
~ 
Estd turgente y con su pool normal de iones potasio y glutamato. 
I- ~ 
Cuando se la coloca en un a, inferior, por ejemplo 0,950, pierde 
agua y cesa de crecer. A1 dismhuir su contenido de agua intrace- 
lular se incrementa la concentracidn de iones potasio existentes. I + Esta concentraci6n incrementada de K activa la glutamato deshi- 1 
drogenasa que realiza una aminacidn reductiva de a-aeto glutarato 
a glutamato, el cual comienza a acumularse en la celula. A medi- - ( 
da que se produce glutamato, comienza a entrar agua en -la celula .I I 
y se reinicia el desarrollo, aunque a una velocidad reducida 
4 
(Sperber, 1983). , +  
Todas las bacterias examinadas mostraron la acumulacidn de 
un aminodcido cuando se la tension6 osmdticamente. Aquellas que 
acumulan glutamato solamente suelen ser incapaces de crecer por 
debajo de aw 0,950. El glutamato, a1 estar cargado negativamente 
a1 pH de la celula, necesita un catidnque equilibre su carga (ge- 
+ 
neralmente K ) .  Cuando la concentracidn de glutamato es suficien- 
te para reducir la actividad de agua a 0,950 la concentraci6n de 
iones potasio es tan elevada que resulta tdxica para algunas fun- 
Tabla 6: In f luenc ia  de  l a  ac t iv idad  de  aqua y e l  s o l u t o  en l a  
ac t iv idad  enzimdtica d e l  camino metab6lico de  Entner- 
Doudorof f (Sperber , 1983) 
Enzimas 
Mfnima a para  a c t i v i d a d  
NaCl Sacarosa G l i c e r o l  
G l u c o s a ~ G l u t a m a t o - 6 - P :  
Vla glucosa-6-P 
Glucoquinasa 
G-6-P ~ e s h i d r o ~ e x h s a  
Vfa gluconato 
Glucosa Deshidrogenasa 
Glucoquinasa 
Vfa 2-Cetogluconato 
Gluconato Dihidrogenasa 
2-Cetogluconatoquinasa + 
Cetofosfogluconato reductasa 
Tabla 6 (continuacibn) 
Gluconato-6-P a Piruvato 
6-~osfogluconato dehidratasa <0,8 0 
+ Cetodeoxifosfogluconato' 
aldolasa 

ciones de la celula y cesa de crecer (Sperber, 1983). 
Algunas bacterias pueden descarboxilar el glutamato a dci- 
do 1-aminobutlrico o reducirlo a prolina. Puesto que gstos son 
amindcidos relativamente sin carga que no necesitan un cati6n que 
10s balancee, las celulas que 10s acumulan podrdn crecer a valo- 
res de a, inferiores que aquellos que sdlo acumulan glutamato 
(Sperber, 1983) . 
Las c6lulas normales tienen entre 2 y 15 mM de prolina y 
este valor se incrementa hasta 1600 rnM cuando se la somete a un 
cambio osm6tico. Con una concentraci6n de 1600 mM de prolina el 
a serla aproximadamente 0,86 y la cglula estard tan llena de 
W 
este compuesto que 1 de cada 20 mol6culas serla prolina (Sperber, 
1983). 
Las bacterias halofflicas tales como Halobacterium sp. que 
pueden crecer a aw 0.75 emplean otro mecanismo y no son comunes 
en microbiologfa de alimentos aunque pueden deteriorar el pesca- 
do salado (Sperber, 1983). 
La Tabla 7 muestra las caracterfsticas de algunos solutes 
compatibles 
Tabla 7: Tabla de caracterlsticas de algunos solutos que se acu- 
mulan en la c6lula a actividades de aqua reducidas 
Solubilidad a de 
W 
( %  P/E sol) saturaci6n Solutos compatibles 
KC1 74,6 26,7 0,943 (a) 
K, L-glutamato 185,2 47,8 0,630 (b) 
L-prolina 103 45,5 0,640 (b) 
glicerol 92,09 totalmente 
soluble 
manitol 
0,819 (b) 
0,978 (c) 
(a) Robinson and Stokes (1965) 
(b) Chirife et al. (1984) 
(c) Seow and Teng (1981) 
Si bien el botulismo como causa de intoxicaci6n alimenta- 
ria se conoce desde hace casi 90 afios, es probable que existiera 
como una enfermedad humana por miles de afios, desde 10s primeros 
intentos de preservar alimentos para un consumo posterior. Un in- 
complete salado o encurtido de carnes, pescado o vegetales elemi- 
naba la mayorla de 10s microorganismos competidores y creaba con- 
diciones favorables para la producci6n de la toxina botullnica. 
Desde su primer aislamiento a partir de un jamdn crudo en 
1896, el Clostridium botulinum ha sido asociado con carnes crudas 
curadas y en efecto, su nombre deriva de "botulus", el termino en 
lath para designar embutido. Por un tiempo, el botulismo o en- 
fermedad de Kerner (como se conocla antes) se pens6 que estaba 
asociada exclusivamente con embutidos de varios tipos. Sin embar- 
go a fines del siglo XIX, otros alimentos se vieron involucrados 
en brotes de botulismo en Europa y Estados Unidos (Troller and 
Christian, 1978). De todas maneras, la etimologla del tgrmino po- 
co o nada tiene que ver con el botulismo de hoy en cualquier par- 
te, pues en general se origina por la ingestidn de alimentos en- 
vasados, en su mayorla de origen vegetal. En nuestro pals el pri- 
mer caso registrado data de 1922 y la frecuencia de 10s brotes 
ha permanecido estacionaria o con tendencia a aumentar. De cual- 
quier modo, no es de esperar una disminucibn (o menos una erra- 
dicacibn) de esta intoxicacih en 10s aiios venideros, pues mien- 
tras se sigan preparando conservas industriales sin rigurosos con- 
troles 'de elaboracibn, mientras se elaboren alimentos caseros que 
se conserven en forma inadecuada, o se incremente la producci6n 
de algunas tgcnicas de elaboraci6n como son el ahumado y el en- 
vasado a1 vacfo, estardn dadas las condiciones que el Clostri- 
dium botulinum desarrolle en aquellos medios produciendo su pode- 
rosa exotoxina (Gimenez y Ciccarelli, 1976). 
Taxonomfa 
El ggnero Clostridium botulinum comprende bacilos anaerobios 
Gram positivos, catalasa negativos, mesbfilos, generalmente movi- 
dos por flagelos peritricos y con esporas terminales o subtermi- 
nales esfgricas u ovaladas (Bergey, 1974). Muchos forman exotoxi- 
nas y son pat6genos para el hombre, tales como el Clostridium 
tetani, causante de tetanos; C. perfringers, C. septicum, C. histo- 
lyticum, C. sordelli son microorganismos asociados en casos de 
gangrena gaseosa; C. perfringers, intoxicaci6n alimentaria; C. bo- 
tulinum, cuasante del botulismo. 
Clostridium botulinum no es una especie bacteriana bnica, 
L. 
sino mbs bien un conglomerado de varios grupos culturalmente dis- 
tintos, semejantes ~610 en que producen toxinas de similar accidn 
'1 farmacol6gica. El subcomit6 sobre Clostridium del VI Congreso In- . !  
ternacional de ~icrobiologfa recomend6 que ~ 6 ~ 0  se usase el nom- 1 
14 bre botulinum para 10s microorganismos que produclna neurotoxina 
botulfnica (Smith, 1977). 
Se han reconocido siete tipos de Clostridium botulinum, en 
base a las diferencias antigenicas de las toxinas producidas por 
I 
las distintas cepas, y se las denomin6 en orden alfabetico de A a 
- Y  
G. Las toxinas de 10s tipos A, B, E y F son t6xicas para el hombre; 
las de las cepas restantes (C, D y G )  afectan a mamfferos, pbja- 
ros, aves y tortugas (Smith, 1977; C.D.C., 1979; Benedict, 1980). 
Para el tipo G si bien no se ha confirmado su patogenicidad para 
el hombre, es muy probable que lo sea (Sonnabend et al., 1981). 
Cada uno de 10s tipos A, B, El F.y G produce una sola toxi- 
na que es altamente especffica, pues prdcticamente no existen reac- 
ciones cruzadas de neutralizaci6n entre ellas. La identificacidn 
correcta de una toxina botulfnica debe realizarse a traves de 
pruebas de neutralizaci6n cuantitativas. Los tipos C y B producen 
toxinas C1, C2 y D, por lo que reaccionan en forma cruzada con 
sus respectivas antitoxinas. 
Del tipo C tenemos el Ca y el C El primer0 produce prin- B 
cipalmente toxina C1 y pequefias cantidades de C2 y D, en cambio 
el C produce ~610 C2. El tipo D produce principalmente D y peque- 
fias cantidades de C1 y C2. Segdn Gimenez y Ciccarelli (1978) 10s 
antlgenos C1, C2 y D jntegrarfan un sdlo tip0 serolbgico, con va- 
riaciones en la distribuci6n de esas fracciones antigenicas, como 
se expresa a1 clasificarlas como tipos Car CB y D; es decir que 
la molecula de toxina C y la de toxina D comparten entre sf frac- 
ciones antigenicas. 
Se han encontrado adembs, tres subtipos: Af, Bf y Ba. La I 
letra maydscula indica la fraccidn tbxica dominante (90-99%) (Gi- 
menez et al., 1985). La diferencia a1 clasificarlos como subti- 
pos radica en que 6stos producen dos tipos de mol6culas de toxina 
y no una molecula con dos o tres fracciones antigenicas. Esto fue 
confirmado por Sugiyama y col. (1972) . 
Desde el punto de vista de las caracterlsticas culturales 
y serol6gicas se 10s dividi6 en 4 grupos: 
Grupo I: o de las cepas proteollticas. Comprende todas las del 
tipo A y las cepas proteollticas de 10s tipos B y F, y 
C. sporogenes. 
Grupo 11: C. botulinum C y D, y C. novyi 
Grupo 111: C. botulinum tipo E y cepas no proteolfticas de 10s 
tipos B y F. 
Grupo IV: C. botulinum tipo G (proteolftico per0 no sacarolf- 
tico) . 
La validez de estos grupos se ha puesto mbs de manifiesto 
por la homologfa de 10s valores de DNA de cepas toxig6nicas y no 
toxig6nicas y de cepas proteolfticas (Lee and Rieman, 1970 a y b), 
de C. botulinum; del aislamiento de fagos lfticos de 10s tipos B, 
F y E (Sugiyama and King, 1972); de la relaci6n de 10s antfgenos 
somdticos de cepas proteolfticas y no proteolfticas (Solomon et 
al., 1971) y de 10s experimentos de conversi6n de C. botulinum 
tipo C en C. novyi tipo A por bacteri6fago (Eklund et al., 1974). 
Presencia de C. botulinum ' 
El Clostridium botulinum se ha encontrado en el suelo de 
todos 10s continentes,. en 10s sedimentos marinos y en el conte- 
nido intestin'al de aves y mamfferos; probablemente es en el suelo 
donde mds frecuentemente se presenta, y debido a la gran resisten- 
cia de sus esporas a la desecaci6n y a1 calor, 6stas pueden con- 
taminar una gran variedad de alimentos (Smith, 1977). El tipo E 
es principalmente acudtico y se halla relacionado con 10s casos 
de intoxicaci6n por consumo de pescado y sus derivados ahumados 
y en conserva. Los tipos A y B en general se encuentran en ali- 
mentos sujetos a contaminaci6n con el suelo. SegGn Troller y 
Christian (1978), en America, 10s brotes de intoxicacidn se deben 
principalmente a1 tipo A, mientras que en Europa son mbs frecuen- 
tes del tipo B. Ademds las dreas geogrsficas con gran consumo de 
pescados y derivados (como Jap6n y Escandinavia) son mbs procli- 
ves a una mayor incidencia del botulismo tipo E. En Estados Uni- 
dos, de 32 brotes de tipo E ocurridos entre 1963 y 1977, uno se 
debi6ahongos enlatados y el resto a productos marinos (C.D.C., 
1979). 
En nuestro pals las dreas de mayor incidencia de botulismo 
humano han sido las zonas de Cuyo y el valle de Rfo Negro y la 
provincia de Buenos Aires. En las primeras es debido a la gran 
producci6n de conservas caseras y en la dltima a1 elevado consumo 
de conservas. En cuanto a1 botulismo animal, en la provincia de 
Corrientes es bastante serio el "ma1 de aguapey", nombre con el 
que se conoce a1 botulismo en bovinos (GimBnez et al., 1982) . 
Bn estudios hechos por Gimgnez y Ciccarelli (1970 a) en 
la provincia de Mendoza y por Giulietti de Rigo (1973) en C6rdo- 
ba y San Luis se lo encontr6 presente en un elevado nhero de 
. . 
. . 
muestras de suelo: 38% para Mendoza, 35% para San Luis, y 39% pa- 
ra C6rdoba. Fue notable ademgs la multiplicidad de tipos: A, B, 
F, G y el subtipo Af (~imsnez y Ciccarelli, 1976). Los diferentes 
tipos serol6gicos se hallaron en la siguiente proporcidn: A (63%); 
B (16%), F (5%), G (menos de I%), subtipo Af (7%) y otros no de- 
, 
terminados por la baja concentracidn de toxina en 10s cultivos 
(9%) (Ciccarelli et al., 1983). 
Requerimientos de Clostridium botulinum para el crecimiento y 
producci6n de toxina 
Produccidn de toxina 
Las toxinas botullnicas son protelnas que se producen in- 
tracelularmente como protoxinas. Se liberan cuando las celulas 
vegetativas se lisan y se activan a la mdxima toxicidad por la 
acci6n de enzimas proteollticas. Los tipos proteollticos de - Clos-
tridium botulinum pueden activar sus propias toxinas. Las toxi- 
nas producidas por 10s tipos no proteollticos se activan por pro- 
teasasex6genast tal como la tripsina en el est6mago del hospeda- 
dor (Sperber, 1982). Algunas cepas producen una toxina de tamafio 
molecular uniforme, mientraa que otras lo hacen de dos o tres ta- 
maiios d i s t i n t o s .  Todas l a s  tox inas  b o t u l l n i c a s  e s t d n  compuestas 
de un compuesto neurot6xico de  un peso molecular aproximado de  
150.000 y un componente no t6x ico  con un PM de 150.000 o mbs. La 
toxina b o t u l l n i c a  en su  forma compleja puede c l a s i f i c a r s e  en tres. 
grupos, basados en su  tamafio molecular: 12S, 16s y 19s. L a  t i p o  A 
presenta  l a s  tres fornas;  l a  B, C y D presentan s 6 l o s  las  12s y 
16s; mient ras  que l a  E y F presentan ~ 6 1 0  l a  12s. Dentro de  un 
mismo t i p o  inmunol6gic0, a mayor tamafio molecular d e  l a  t o x i n a ,  
mayor es l a  toxic idad  por v f a  o r a l ,  per0 menor por  v i a  p a r e n t e r a l  
:[Sakaguchi, 1983) , 
Parecer la  que l a  producci6n de  toxina  de  todos 10s t i p o s  
e s t a r f a  gobernada por fagos l i s o g ~ n i c o s  (Smith, 1977). Un alimen- 
t o  puede contener  C. botulinum y s i n  embargo no causar  botulismo 
ya que s i  e l  microorganismo no c r e c e  no s e  produce tox ina  (Baird 
Parker, 1971; Kautter  and Lynt, 1976; T r o l l e r  and C h r i s t i a n ,  
1978; FDA, 1976).  SegGn Ohye y C h r i s t i a n  (1966) cuando hay c r e c i -  
miento, l a s  cepas de  C. botulinum no son t 6 x i c a s ,  por l o  t a n t o  
10s va lo res  mfnimos de  a c t i v i d a d  de  agua para  l a  producci6n de  
toxina son equiva lentes  a 10s de  crecimiento:  0,95 para e l  t i p o  
A,  0,94 para e l  t i p 0  B y 0,97 para e l  E ,  que corresponden a 8,O; 
9,4 y 5,1% p/p  de  NaC1. Se debe t e n e r  en cuenta  que 10s n i v e l e s  
de  NaCl que previenen e l  crecimiento,  hacen a1 al iment0 organolep- 
t icamente inaceptable ,  por l o  que es importante t e n e r  en cuenta 
e l  e f e c t o  combinado de d i f e r e n t e s  f a c t o r e s  i n h i b i t o r i o s .  
Dos manifestaciones d e  d e t e r i o r o  en 10s al imentos son e l  
hinchamiento de  10s envases debido a l a  producci6n de  gas  y 10s 
productos de  degradaci6n de  l a s  pro teasas .  D e  todas  maneras l a  
ausencia de  un d e t e r i o r o  v i s i b l e  no asegura que e l  al iment0 e s t 6  
l i b r e  de  l a  toxina  b o t u l f n i c a  (Thatcher e t  a l . ,  1966).  En carnes  
curadas Greemberg y co l .  (1959) observaron producci6n de  tox ina  
a n t e s  que se h i c i e r a  v i s i b l e  e l  d e t e r i o r o  y que a concentraciones 
de  NaCl e n t r e  7,09% y 9,95% se producfa tox ina  s i n  producci6n de  
aromas desagradables.  Montvil le (1983 a )  observ6 que e l  pH d e l  
medio y l a  concentracidn de  glucosa t e n l a n  un e f e c t o  marcado en 
e l  crecimiento,  producci6n de  gas  y tox ic idad  d e l  C. botulinum 
62 A: en ausencia  de  glucosa disminufa notablemente l a  produccidn 
de  gas  y g s t e  apa rec la  con no tab le  r e t r a s o  respec to  d e  l a  apa r i -  
c i6n  de  tubidez.  En l a  mayorfa d e  10s casos ,  para  d e t e c t a r  la  
toxina de  e s t a  cepa (62A) , cuando c r e c i 6  a pH b a j o  (5,O-5,25) f u e  
necesar io  t r i p s i n a r  l a s  muestras. Tambien encontr6 crecimiento 
y toxina en ausencia  de  producci6n de  gas  con l a s  cepas B-aphis, 
CDC 17409 y 53B c u l t i v a d a s  a ba jo  pH en presencia  de  glucosa.  
Se encontr6 toxina  en ausencia  de  g a s ,  en carnes  curadas 
(Sofos e t  a l . ,  1980) ,  en papas envasadas a 1  vacfo e incubadas a 
temperaturas sub6ptimas (Notermans et al., 1981), en alimentos 
acidificados (Townsend et al., 1954) y en procesos que utilizan 
esterilizacidn por radiaci6n y altas concentraciones de salmuera 
para inhibir el creciaiento de este microorganismo (Anderson et 
al., 1966; Thatcher et al., 1966). 
El Clostridium botulinum puede crecer tanto en productos 
envasados como en chorizos, jamones u otros productos cdrnicos. 
Sin embargo la tolerancia a1 oxfgeno varfa de un grupo a otro. 
Los del grupo I presentan la mayor tolerancia a1 oxfgeno (hasta 
7-9% 02); 10s del grupo I11 presentan menos tolerancia (3.8% 02). 
Pueden crecer y producir toxina si el potencial redox del medio 
de cultivo o el aliment0 es suficientemente bajo. Los tejidos ani- 
males y vegetales son aer6bicos mientras estdn vivos, per0 a1 mo- 
rir la provisi6n de oxfgeno se detiene, 10s tejidos se hacen 
anaerdbicos y el potential redox cae debido a la presencia de 
sustancias reductoras, permitiendo el crecimiento de C. botulinum. 
En EEUU, 10s vegetales (tales como 10s porotos alubia her- 
vidos, choclo, espinaca, espbrragos, champignones, etc.) se han 
visto mds implicados que 10s productos cdrnicos. Sugii y Sakaguchi 
(1977) encontraron que 10s tipos A y B de Clostridium botulinum 
producfan tanta toxina en un medio preparado con porotos alubia 
o champignones autoclavados en igual volumen de solucidn salina, 
que en medios sinteticos. Para 10s tipos E y F era necesario agre- 
gar glucosa para obtener desarrollo en 10s vegetales hervidos. Ade -
mds, las toxinas tipo A y B producidas en porotos alubia y champig- 
nones, tendfan a ser de mayor tamafio molecular (16s y 19s princi-- 
I.; IY 
palmente) , que aquellas producidas en cerdo o atdn (principalmen- 
te 12s) (Sakaguchi, 1983). 
Los requerimientos para la genninaci6n de las esporas de 
C. botulinum son mucho menos restrictivos que 10s de crecimiento. 
La mayorfa de las esporas puede genninar bajo condiciones en las 
cuales el crecimiento de las celulas vegetativas es imposible 
(Sperber, 1982). Segdn Baird-Parker y Freame (1967) el a, mlnimo 
necesario para la germinacidn de las esporas depende del soluto 
elegido para ajustar la actividad acuosa. En general el glicerol 
permite la germinacidn y el desarrollo a valores mds bajos que 
con sales. LOS tipos A, B y E mostraron germinacidn a un valor 
tan bajo de a, como 0,93, per0 no presentaron desarrollo en 6 se- 
manas. 
El mlnimo valor para la germinaci6n, a cualquier pH fue 
menor a 30°C que a 20°C tanto para el tipo A como el B. En cambio 
l a  temperatura tuvo poco e f e c t o  sobre  e l  E (Baird-Parker and 
Freame, 1967). Ando e I i d a  (1970) demostraron que las esporas  d e l  
t i p o  E podfan germinar a un po tenc ia l  d e  6xido-reduccidn (Eh) de  
+414 mV, mientras  que e l  d e s a r r o l l o  o c u r r f a  s 6 l o  s i  e l  Eh e r a  in-  
f e r i o r  a +200 mV. E l  t i p o  E tambien mostrd que podfa germinar rd- 
pidamente a 2OC y 50°C, aunque no habfa d e s a r r o l l o  a esas tempe- 
r a t u r a s  (Grecz and Arvay, 1982).  D e  i g u a l  modo, se encontr6 que 
e l  t i p o  A germinaba a temperaturas muy l e j a n a s  a l a  mdxima o mf- 
nima de  d e s a r r o l l o  (Rowery and Feherry,  1970).  
Temperatura de  crecimiento 
Las cepas p r o t e o l f t i c a s  de  C. botulinum no crecen ba jo  bue- 
nas condiciones de  r e f r i g e r a c i d n  (por  debajo de  10°C). Tanner y 
Oglesby (1941) es tudiaron  17 cepas d e  C. botulinum t i p o s  A y B y 
encontraron que todas c rec fan  b ien  a 15OC, 5 a 10°C y ninguna a 
5OC. Para e l  t i p o  A y l a s  cepas p r o t e o l f t i c a s  d e l  B l a  temperatu- 
r a  dptima de  crecimiento es 37OC, con un d e s a r r o l l o  muy l e n t o  a 
12,5OC y b a s t a n t e  rdpido a 4a°C, temperatura a l a  c u a l  l a  toxina  
es lentamente inac t ivada  (Ohye and S c o t t ,  1953; Bonventre and 
Kempe, 1959; Smelt and Haas, 1978). 
En cuanto a l a s  cepas no p r o t e o l f t i c a s ,  6 s t a s  crecen a 
temperatura de refrigeracibn, por lo cual este metodo de preser- 
vacibn no es una garantla con respecto a1 botulismo. El tip0 E 
y las cepas no proteollticas de 10s tipos B y F pueden crecer y 
producir toxina a una temperatura tan baja como 3,3OC (Schmidt 
et al., 1961; Eklund and Poysky, 1965; Eklund et al., 1967 a y b; 
Roberts and Hobbs, 1968; Solomon et al., 1977; Solomon et al., 
1982), sin embargo su temperatura 6ptima es aproximadamente 26OC 
(FDA, 1976). 
El C. botulinum tipo G I  cepa 89, crecid a 12°C en caldo de 
cultivo y carne de cangrejo, per0 no lo hizo a 8°C (Solomon et al., 
Si bien las cepas no proteollticas pueden crecer y producir 
toxina a temperaturas de refrigeracibn, sus esporas no resisten el 
proceso mfnimo de pasteurizacidn (Lynt et al., 1977, 1979). 
Efecto del pH 
El pH limitante para la geminaci6n de las esporas, el cre- 
cimiento y la producci6n de toxina para 10s tipos A y B fue inves -
tigado en un variado ntimero de alimentos y medios de cultivo 
(Dozier, 1924; Ingram and Robinson, 1951; Townsend et al., 1954; 
Ohye and Christian, 1966; Baird-Parker and Freame, 1967; Hauschild 
et al., 1975; Huhtan.en et al., 1976; Ito et al., 1976) . Esos es- 
tudios y otros, establecieron que las esporas de C. botulinum no 
pueden germinar, crecer ni producir toxina si el pH del medio es 
inferior a 4,6. Puesto que en 10s alimentos dcidos se conffa en 
el pH, para prevenir el desarrollo y producci6n de toxina por el 
C. botulinum, 10s procesos t6rmicos de estos alimentos no fueron 
disefiados para destruir las esporas de este anaerobio (Odlaug and 
Pflug, 1977). 
Con respecto a1 tipo E, Segner y col. (1966) encontraron 
que el mfnimo pH que permitia el desarrollo era 5,2-5,3. Lerke 
(1973) obtuvo desarrollo en cocktail de cangrejo a. pH 4,95 per0 
A pesar de 10s estudios que informan un pH de 4,6 como el 
lfmite de desarrollo para el C. botulinum, periodicamente ocurren 
casos de botulismo en conservas caseras dcidas (CDC, 1974 a y b). 
Ademds varios investigadores encontraron desarrollo a pH inferior 
a 4,6: Odlaug y Pflujg (1979) en jug0 de tomate a1 que inocularon 
esporas de Aspergillus gracilis; iguales resultados obtuvieron 
Huhtanen et al. (1975) en condiciones semejantes, debido a una 
elevaci6n del pH junto a1 micelio del hongo (en algunos casos lle- 
gaba hasta 8,2); Amato de Lagarde y Beerens (1970) en peras y du- 
raznos en almfbar cuyo pH fue incrementado a 4,8-5,l por desarro- 
110 de Trichosporon sp., y a pH inferior obtuvieron desarrollo 
sin producci6n de toxina. Raatjes y Smelt (1979) observaron el 
crecimiento y produccidn de toxina en medios homogeneos ricos en 
protefna (conteniendo 3% o mbs de soja o protefna de leche) a un 
pH tan bajo como 4,O y que el efecto inhibidor de varios dcidos 
a igual pH se incrementaba en el siguiente orden: HClaftrico< 
ldctico ecetico. 
Tanaka (1982 b) encontrd crecimiento a pH 4,24-4,40 con 
10s tipos A y B, en presencia de grandes cantidades de protefna 
precipitada y postul6 que se debfa a la presencia de microzonas 
de mayor pH dentro de la matriz de la proteina. 
Abn es correct0 pensar que Clostridium botulinum no va a 
desarrollar a valores de pH inferiores a 4,6, a menos que haya 
aumentos locales producidos por levaduras, hongos o el agregado 
1 
de proteinas. Probablemente el botulismo no ha sido un problema 
mbs difundido en alimentos de alta acidez, pues no es corntin que 
esos alimentos tenga abundancia de proteina precipitada (Sperber, 
1982). 
Influencia de la actividad de agua 
La aplicaci6n del ccncepto de actividad de agua a las re- 
laciones acuosas de 10s microorganismos hace una suposici6n im- 
portante: cuando la solucidn acuosa del ambiente del microorganis- 
mo se concentra por la adicidn de solutos o por la remoci6n de 
agua, las consecuencias para el crecimiento microbiano son debi- 
das exclusivamente a 10s cambios de a, (Christian, 1981). Los 
primeros investigadores de las,relaciones acuosas de C. botulinum ' 
determinaron el contenido de humedad de 10s alimentos y no el aw 
(Sperber, 1982). 
Los valores mfnimos de la actividad de agua para el cre- 
cimiento de 10s tipos d s  frecuentes en el botulismo humano se su- 
marizan en la Tabla 8. 
Baird-Parker y Freame (1967) estudiaron la influencia de 
la actividad de agua, pH y temperatura en la germinacibn, creci- 
miento y desarrollo de 10s tipos A, B y E, usando NaCl y glicerol. 
El glicerol actuarfa como "soluto compatible" permitiendo el de- 
sarrollo a valores bastante inferiores a 10s que se alcanzan con 
otros solutos tales como NaCl (Sperber, 1982). Estos resultados 
pueden verse en la Tabla 9. 
Emodi y Lechowich (1969) encontraron que el mfnimo a, pa- 
ra el crecimiento del tipo E variaba entre 0,972 y 0,978, usando 
una amplia gama de solutos. 
Es de una gran importancia el uso de varios factores, en 
Tabla 8: Mfnimos valores de a n para el crecimiento de C. botulinum 1 
en medios ajustados con NaCl 
C. botulinum 
tipo 
. . . . . . - 
mlnima aw Referencia 
A Y B  0,96 Baird-Parker and Freame (1967) 
Denny et al. (1969 
Scott (1957) 
Ohye and Christian (1966) 
Marshall et al. (1971) 
Emodi and Lechowich (1969) 
Baird-Parker and Freame (1967) 
Ohye and Christian (1966) 
G desconocido 
Tabla 9: Mfnimo a que permite el crecimiento de C. botulinum 
.7 
tipos A, B y E a pH 7,O y 5,5 (Baird-Parker and Freame 
(1967) 
Soluto C. botulinum 
tipo 
PH 7,o pH 5,5 
6 
Mfnimo aw para: 
Crecimiento Germinacidn Crecimiento 
N a C l  
Glicerol 
combinacidn con la actividad de agua, para inhibir el crecimiento 
de C. botulinum. El mayor 6nfasis se ha hecho en la interacci6n 
nitrito-a,, y tambidn pH y temperatura. Los resultados de Roberts 
e Ingram (1973) son un excelente ejemplo de tales combinaciones 
(~igura 3). Smoot y Pierson (1979) y Lund y Wyatt (1984) estudia- 
ron la interaccidn del % NaCl con el potencial redox y encontra- ' 
ron una profunda influencia entre ellos. Hauschild y Hilsheimer 
(1979) inhibieron el crecimiento de 10s tipos A, B y E en caviar 
a temperatura arnbiente. 
Montville (1983 b) estudi6 la relacidn entre el a, y el pH 
y su efecto en el desarrollo y lisis celular. La lisis se vio afec -
tada s6lo por el pH (disminuyendo a1 reducirse el pH). ' 
El desarrollo en condiciones de a, y pH restrictivas segdn 
Montville (1984), es atribufdo sdlo a una pequefia subpoblacidn 
del total de esporas inoculadas. 
Botulismo humano 
Puede clasificarse en cuatro tipos: por intoxicaci6n ali- 
mentaria, por heridas, botulismo del lactante e indeterminado' 
(CDC, 1979). En este Gltimo tipo se clasifican todos 10s casos 
en que no es detectado el origen de la toxina. Se considera que 
Figura 3: Efec 
en e 
a 35 
to del pH, cloruro de sodio y nitrito de sodio 
--i 
:1 crecimiento del Clostridium botulinum tip0 B ' ~ 1  
OC (de Roberts e Ingram, 1973). 
en algunos de este tipo la toxina debe haber sido producida en el 
intestino del paciente como en el botulismo infantil (Sakaguchi, 
1983). Se pudo aislar Clostridium botulinum tipo G, de la necrop- 
sie de cuatro adultos y un nifio de 18 semanas que murieron stibita 
e inesperadamente. Su toxina se encontrd en el suero de dos de 10s 
adultos y en el nifio. El tipo B y el A  tarnbign se encontraron en ' 
autopsias de otros cinco caddveres de personas que murieron s8bi- 
ta e inesperadamente (Sonnabend et al., 1981). 
Botulismo causado por alimentos 
Es el tipo mbs comdn y se debe a la ingesti6n de la toxina, 
preformada en el alimento. Los casos de adultos son principalmen- 
te de este tipo. Generalmente se intoxican varias personas a1 mis- 
mo tiempo por consumir toxina de una misma fuente. Los serotipos 
mbs frecuentemente involucrados son el A ,  B y E. En EEUU, en el 
perlodo 1899-1977, de 10s 766 brotes registrados, 26,0% era tipo 
A ,  7,8% tipo B, 4,2% tipo E, 0,1% tipo F y 0,1% tipos A y B com- 
binados. El 61,6% no fue determinado. Hasta mediados de siglo la 
mortandad era muy elevada en 10s casos de intoxicacibn, per0 6sta 
ha disminuldo notablemente gracias a la mejora en el tratamiento 
respiratorio y de apoyo, y a la rdpida administracidn de la anti- 
toxina (CDC, 1979). 
En nuestro pafs en el perfodo 1922-1957 se registraron 9 
brotes con 44 casos y una letalidad del 88,6%, causados en su to- 
talidad por alimentos caseros (Ciccarelli et al., 1982). Es im- 
portante mencionar que hasta 1957 el diagn6stico y denuncia de 
brotes se hacfa sdlo esporbdicamente. Recien a partir de 1958 se 
hizo en forma sistemdtica (a1 menos para adultos ya que para lac- 
tantes abn contintia el deficit). En el perfodo 1958-1976 se re- 
gistraron 28 brotes con 104 casos y 34,6% de letalidad. El 28,6% 
de 10s brotes fueron por alimentos de elaboraci6n industrial, 
60,7% por alimentos y conservas caseras, y en el 10,7% no se re- 
gistr6 el origen (Amato de Lagarde, 1976). En el perfodo 1977- 
1985 se registraron 19 brotes con 64 casos y una letalidad del 
29,8%. De ellos el 5,2% fue por conservas industriales, el 15,8% 
por conservas regionales comercializadas y el 73,7% por conservas 
caseras (Amato de Lagarde, 1985; Vega de Perez, 1982; Gimsnez 
et al., 1982). 
Hasta 1977 la totalidad de 10s brotes fueron causados por 
Clostridium botulinum tipo A. En el perfodo siguiente se registr6 
un caso de botulismo Af en Mendoza por consumo de trucha en esca- 
beche (Gimgnez et al., 1985), otro tipo B en el cual el aliment0 
involucrado fueron alb6ndigas caseras (Amato de Lagarde, 1985) y 
un caso del tipo E en el cual se encontrd la toxina en el suera 
del paciente per0 no se dispuso del aliment0 ni heces del pacien-. 
te para su andlisis (Amato de Lagarde, 1985). 
~fntomas de la intoxicaci6n botulfnica 
..A El period0 de incubaci6n es muy variable, per0 en general , 
se considera de 18 a 36 horas. En casos de intoxicaci6n por el ' u d 
tipo E han aparecido sfntomas entre 6 horas y 8 dias. En general 
-A  
10s perfodos de incubacidn cortos son acompafiados por una elevada a 
mortandad ya que 6sta se debe a una elevada ingesti6n de toxina. 
Los casos de intoxicacidn con B y E, comienzancon nduse-as y v6mi- 
tos (lo que explicarfa una menor mortandad) mientras que en 10s 
del A son menos frecuentes 10s sfntomas gastrointestinales. Pe- 
ro ocurren muchas veces por,"asociacidn" bacteriana o presencia 
de otras toxinas (enterotoxina estafilococica). El botulism0 hu- 
mano como consecuencia de la infeccidn de heridas no presenta v6- 
mitos, nduseas o diarrea sino que se limita a 10s sfntomas neuro- 
' .  ? 
16gicos. 1 
.. r 
En general 10s primeros sfntomas neurol6gicos son altera- .I 
ciones de la visidn con p4rdida del reflejo a la estimulaci6n lu- 
minosa (midriasis), diplopia e incapacidad de acomodacidn para 
1 
-4  , .  - 
; : I  
. C 
visidn cercana, pardlisis de 10s mGsculos faringeos con dificultad 
para hablar y deglutir, aturdimiento, hipotensidn postural y pard- 
lisis muscular simetrica y progresiva. Con frecuencia 10s sfntomas 
neuroldgicos son precedidos por vbmitos, nbuseas, retortijones y . 
diarrea. Generalmente surge constipaci6n luego que surgen 10s sig- 
nos neurol6gicos. Las mucosas de la boca, lengua y faringe general -
mente estbn secas. 
Los puntos importantes que habrfa que recalcar son: 
- ausencia de fiebre 
- lucidez (el sistema nervioso central funciona normalmente) 
- el pulso es normal o algo bajo 
- las manifestaciones neurol6gicas son simgtricas 
La forma xnSs efectiva y eficiente de confirmar en el labo- 
ratorio, el diagn6stico cllnico, es demostrar la presencia de 
toxina en el suero del paciente o en las heces. El aislamiento de 
C. botulinum a partir del aliment0 y de las heces del paciente en 
cantidad significativa puede ayudar a apoyar el diagndstico cll- 
nico. El andlisis de 10s alimentos involucrados es especialmente 
dtil para determinar la fuente de contaminaci6n (CDC, 1979). 
El tratamiento del botulismo se dirige fundamentalmente a 
10s s i g u i e n t e s  puntos: 
-i 
1) La t ox ina  c i r c u l a n t e  debe ser neu t ra l i zada  con l a  a n t i t o x i n a  
t a n  pronto como sea  posible .  
2 )  La tox ina  que no ha s i d o  absorbida en e l  t r a c t o  g a s t r o i n t e s t i -  
n a l  debe e l iminarse  rdpidamente. 
3)  Debe e v i t a r s e  l a  p a r d l i s i s  genera l  progres iva  especialmente 
d e  10s mtisculos r e s p i r a t o r i o s  (FDA, 1976; Smith, 1977).  
4 )  Debe a p l i c a r s e  un t r a t amien to  s intomdtico adecuado para  e v i t a r  
complicaciones por infecc iones  agregadas,  f a l l a s  cardiovascu- - 
lares, d e s e q u i l i b r i o  d e l  medio i n t e r n o ,  uaceracibn de  cdrnea, 
e t c .  
5)  En caso de  botulismo d e l  l a c t a n t e  y por h e r i d a s  por e l  t r a t a -  
miento a n t i b i d t i c o  correspondiente .  
Botulismo d e l  l a c t a n t e  
Fue reconocido por  primera vez en 1975, aunque puede no 
.-i 
ser una enfemedad nueva. Se presenta  s d l o  en nifios d e  3 semanas 
a 8 meses de  edad. Se considera que 10s l a c t a n t e s  i n g i e r e n  esporas  1 
4 v i a b l e s ,  que pueden germinar, p r o l i f e r a r  y produci r  tox ina  en a l -  
Y 
gtin l u g a r  d e l  t r a c t o  d iges t ivo .  E l  concept0 d e  que el  C. botul inum3 
puede multiplicarse en el intestino no es nuevo. El hallazgo del 
organism0 y su toxina en las heces de un paciente 32 dfas despues 
del comienzo de la enfermedad, tiempo suficiente como para que 10s 
materiales ingeridos hubiesen sido excretados o inactivados es una 
prueba de ello. De todos modos no hay abn pruebas suficientes de 
que Ids adultos puedan desarrollar botulismo por comer alimentos, 
tales como vegetales crudos, que ocasionalmente pudieran tener 
esporas de C. botulinum per0 no la toxina (Sugiyama, 1980). 
El estudio con ratones, mostr6 que eran susceptibles a la 
colonizaci6n intestinal botulfnica, cuando se 10s alimenta con 
esporas, si tienen entre 8 y 14 dfas de edad, per0 no si son ma- 
yores o menores. Los estudios con ratas y ratones sostienen la 
teorla de que el botulismo del lactante se deberfa a un problema 
de "ecologfa microbiana". La microflora intestinal de 10s indivi- 
duos mayores de 14 dfas probablemente incluye una o mgs especies 
actuando solas o en conjunto, y evitando el desarrollo de C. bo- 
tulinum. Los lactantes serfan susceptibles debido a que la barre- 
ra microbiana antibotulfnica abn no se ha desarrollado o ha sido 
desplazada. Puesto que 10s ratones libres de germenes (axbnicos) 
menores de una semana no pueden ser infectados, su resistencia 
se deberfa a otros factores (Sugiyama, 1980). 
Hasta 1981 en EEUU se produjeron a1 menos 188 casos, 3 en 
Australia y varios en Inglaterra, Checoeslovaquia y Canadd 
(Sakaguchi, 1983). En Argentina se han registrado 7 casos hasta 
la fecha, seis de 10s cuales resultaron fatales. 
La trfada diagn6stica de la enfermedad es: constipaci611, . .  
hipotonfa y reflejo fotomotor disminuldo. Se produce un estado de 
letargia e indiferencia; es especialmente notable la hipotonfa X !  
en 10s mtisculos del cuello. 
En todos 10s casos, el diagndstico se estableci6 por la 
identificacidn de C. botulinum en las heces del paciente y la toxi 
na en las heces y/o el suero. 
Este nuevo tipo de Clostridium botulinum fue aislado por 
primera vez, por Gimgnez y Ciccarelli en 1969 en la provincia de . 
Clostridium botulinum tip0 G 
Mendoza, a1 realizar un estudio sobre la distribuci6n de Clostri-: 
.4 
dium botulinum en el suelo de Argentina. Recientemente Sonnabend 
y col. (1981) lo identificaron junto con su toxina, a partir de 
1 
muestras obtenidas de necropsias de cinco caddveres humanos. Di- 
chas muertes "slibitas e inesperadas" careclan de diagn6sticos y 
no habfan sido relacionadas con ningtin tipo de botulismo. - 
- 4 
Z 
Existe poca informacidn sobre Clostridium botulinum'tipo G 
Gimenez y Ciccarelli (1970 b) encontraron que una muestra de sue- 
lo, a1 inocularla en caldo de cultivo, producfa un bajo tftulo 
de toxina (30 DL50, rat6n/ml) y que Osta no se neutralizaba con 
ninguno de 10s tipos de antitoxina conocidos (A a F). El microor-. 
ganismo aislado (cepa 89) fue descripto por Gimenez y Ciccarelli 
(1970 b) como un bacilo anaerobio, m6vi1, Gram positivo (aunque 
se decolora fdcilmente), que produce esporas subterminales. Las 
colonias que obtuvieron en agar sangre de conejo eran de 1-2 mm 
de didmetro, de bordes irregulares ondulados o reticulados y con 
la superficie rugosa o lisa dependiendo del tamafio de la colonia 
y rodeadas de una zona de hemblisis. En cuanto a su comportamien- 
to bioqufmico es asacarolftico; produce H2S, es dkbilmente pro- 
teolftico, licda la gelatina y es lipasa y lecitinasa negativo. 
i 
Posteriormente, Ciccarelli y col. (1977) caracterizaron la ! 
cepa 89 del Clostridium botulinum tipo G desde el punto de vista 
cultural, bioqulmico y toxigenico. La dosis letal para monos, re- 
sult6 de 33.000 y 120 DL50, rat6n/kg, por vfa intragdstrica y 
endovenosa respectivamente; para cobayos 10.000 a 20.000 y 100 
DLs0, rat6n/kg por vfa intragdstrica e intraperitoneal respecti- 
vamente, y para pollos 3.125 y 1.200 a 2.600 DL50, ratbn/kg se- 
gbn fuera por vla oral o subcutdnea. Los efectos de la toxina fue- 
ron iguales sin0 identicos, a 10s observados con 10s otros tips 
de toxinas botulfnicas. Los ensayos con perros y corderos demos- 
traron que no son sensibles a la toxina. 
Sonnabend y col. (1981) obtuvieron 19 aislamientos de 
Clostridium botulinum tipo G, en las muestras de 5 necropsias. 
~demds'se encontrd toxina en el suero de tres de 10s caddveres. 
No pudieron sin embargo obtener muestras de 10s alimentos ingeri-' 
dos con anterioridad a1 deceso, y tampoco hallaron el microorga- 
nismo en muestras de suelo tomadas en la vecindad de 10s hogares 
de 10s pacientes. 
La electroforesis de la toxina purificada del C. botulinum 
tipo G, en gel de dodecil sulfato-poliacrilamida, mostr6 que con- 
tenfa dos polip9ptidos. La protefna predominante posee un peso mo- 
lecular de 150.000 y se supone que es la toxina. El peso molecu- 
lar de la segunda fracci6n es levemente menor (Lewis et al., 1981). 
Gimenez y Ciccarelli (1970) y Ciccarelli y col. (1977) se- 
fialaron la baja producci6n de toxina en 10s medios normales de 
cultivo y ademds no observaron esporas en las coloraciones reali- 
zadas sobre extendidos de medios lfquidos y s6lidos. Solomon y 
Kautter (1979) estudiaron las condiciones 6ptimas de producci6n 
de toxina y de esporulaci6n de la cepa 89. Compararon la esporu- 
laci6n en cuatro medios lfquidos y uno s6lid0, y la produccidn 
de toxina en varios medios lfquidos. Los cultivos en TPGY (Tryp- 
t i c a s e ,  peptona, glucosa,  e x t r a c t 0  de  levadura)  con 0,4 o 0,1% de 
glucosa no condujeron a l a  producci6n de esporas;  en cambio l a  
m5xima esporulacidn l a  obtuvieron en AA, (agar  anaer6bico en su- 
7 p e r f i c i e ;  ' =  10 esp./ml) y en CMM (Cooked Meat Medium, deshidra-  
6 tado; 10 esp. l m l )  . En BHI ( in fus i6n  cerebro  corazbn) f u e  l o 5  
esp./ml. En AA l a  esporulacidn fue  completa con pocas o ninguna 
c g l u l a  presente .  La temperatura no mostr6 ningtin e f e c t o  cuando 
l a  va r i a ron  e n t r e  26 y 3S°C. 
En cuanto a l a  producci6n de  tox ina  por  e l  t i p o  G parece 
ve r se  a fec tada  por e l  tiempo y l a  temperatura de  incubacibn. Los 
re su l t ados  de  Solomon y Kautter  (1979) mostraron una producci6n 
mayor a 26OC que a 30 o 35OC, obteniendo un t f t u l o  de  lo3-10 4 
DLM/ml a 26OC para  10s d i s t i n t o s  medios ( e s t o s  v a l o r e s  se obtuvie- 
ron act ivando l a  t ox ina  con t r i p s i n a ) .  L a  a c t i v a c i 6 n  con t r i p s i -  
na 'potencia s u  tox ina  e n t r e  100 y 1000 veces,  como o c u r r e  con l a s  
cepas no p r o t e o l f t i c a s  d e  10s t i p o s  B,  E y F (Gimenez and Cicca- 
re l l i ,  1970; C i c c a r e l l i  e t  a l . ,  1977; Solomon and Kaut ter ,  1979; 
Duff e t  a l . ,  1956; Holdeman and Smith, 1965). 
Lynt y co l .  (1984) es tudiaron  l a  r e s i s t e n c i a  te rmica  de  
l a s  cepas 89 y 2739 de  Clostr idium botulinum t i p o  G y encontraron 
para cada una, dos t i p o s  de  esporas ,  una r e s i s t e n t e  a a l t a s  t e m -  
pera tu ras  y o t r a  que se d e s t r u f a  fdci lmente a 80°C. Los v a l o r e s  
de - D (tiempo de reduccidn decimal) de las mds ldbiles de la cepa 
argentina, aunque levemente mbs elevados, se asemejan a 10s de 
las cepas no proteolfticas de 10s tipos E y F (Cockey and Tatro, 
.1974; Lynt, Kautter and Solomon, 1979; Lynt et al., 1977; Ohye 
and Scott, 1957; Roberts, Ingram and Slulberg, 1965). Los de la 
cepa suiza son intermedios entre estos y 10s de las cepas proteo-' 
lfticas A, B y F. Sin embargo, 10s valores de - z (pendiente de la 
curva de muerte termica) para las esporas menos resistentes de 
ambas cepas, son tan elevados como 10s de 10s otros tipos proteo- 
lfticos de Clostridium botulinum o mds (Lynt, Kautter and Solomon, 
1981; Schmidt, 1964; Stumbo, 1973; Stumbo, Murphy and Cochran, 
1950). Las curvas de destruccidn termica de las esporas'mds re- 
sistentes de las dos cepas, son similares. Los valores de - D, par- 
ticularmente a las temperaturas mbs bajas, son algo inferiores, 
a 10s informados para las esporas de 10s otros tipos proteolfti- 
L 
cos de Clostridium botulinum (Ito et al., 1967; Odlaug and Pflug, 
1977; Odlaug, Pflug and Kautter, 1978). La extrapolacidn de esas 
curvas da valores de D250 muy cercanos a 10s de las otras cepas 
proteolfticas, per0 la extrapolacidn a temperaturas mbs elevadas 
da valores de - D mucho mayores para el tipo G que para las otras 
cepas proteolfticas de Clostridium botulinum (Lynt et al., 1984). 
CONSERVADORES QUIMICOS 
Los conservadores le ofrecen beneficios inmediatos a1 con- 
sumidor, a1 productor y a la sociedad, pues permiten almacenar 
10s productos por tiempos mds prolongados, disminuir perdidas y 
costos, y minimizar el riesgo para la salud. 
El conservador ideal debe ser capaz de inhibir el desarro- 
110 de hongos, levaduras y bacterias. No debe ser t6xico ni car- 
cinogenic~ para 10s animales de prueba ni para 10s humanos. Debe 
ser metabolizado en el cuerpo y no sujeto a un proceso de desin- 
toxicaci6n en el hfgado. No deben almacenarse sus residuos en el 
tejido graso. Idealmente deberfa ser soluble en agua ya que 10s 
microorganismos crecen en la fase acuosa de 10s alimentos. Debe- 
rfa ser estable en el alimento, no tener olor o sabor y ser eco- 
n6mico. Ha sido bastante diffcil hallar compuestos que posean un 
amplio rango de acci6n antimicrobiana, Sean econdmicos y posean 
una baja toxicidad. 
Evidentemente, ningdn antimicrobiano es ideal para todos 
10s alimentos ni todas las condiciones de almacenaje. Cuatro son 
10s grupos de conservadores qufmicos rnds usados: 10s parabenos 
(6steres alquilicos del dcido p-hidroxibenzoico), 10s benzoatos, 
propionatos y sorbatos. Tambien son muy usados 10s dcidos aceti- 
co, cftrico y mblico, 10s antioxidantes fendlicos BHA (butil 
hidroxitolueno, aunque este dltimo se suspendid su uso hasta com- 
pletar 10s ensayos de carcinogenesis en ratas), nitrito (de sodio 
y potasio) y sulfitos (que incluye SO2, sulfitos, bisulfito y me- 
tabisulfito) (Robach, 1980) . 
Sorbato 
El dcido sdrbico fue descubierto por primera vez en 1859, 
por reaccidn de blcali fuerte con aceite de baya de fresno y su 
nombre deriva del de la planta (Sorbus aucuparia Linne). Se lo 
sintetizd por primera vez en 1900 y aproximadamente en 1940 se 
descrubrieron sus propiedades antimicrobianas. A partir de 1950 
se lo comenz6 a producir industrialmente (Sofos et al., 1979 b), 
Su estructura qufmica es el is6mero trans-trans del dcido 
2,4 hexadieno y su fdrmula es: 
Su solubilidad en agua frfa es relativamente baja (0,16%) 
y se disuelve mds fdcilmente en agua caliente y en alcoholes (es 
pecialmente etanol). La solubilidad se incrementa con el pH y la 
temperatura (Tabla 10). La presencia de componentes solubles en 
10s alimentos tales como glucosa, sacarosa, NaCl y otros reducen 
su solubilidad en agua, incrementando la relaci6n s6rbico en 
aceite/sdrbico en agua de 3,O hasta casi 5,O. 
El oxlgeno molecular ataca las dobles ligaduras del dcido ' 
s6rbic0, per0 en la prdctica esto es insignificante. Tanto el 
s6rbico como sus derivados, son notablemente estables frente a 
la oxigenacien, cuando estdn puros (Ltick, 1976). 
Para incorporar el dcido s6rbico en materiales secos, pri- 
mero debe mezclarse con salt harina o almid6n de mafz. Para di- 
solverlo en lfquidos puede ser solubilizado con hidr6xido de so- 
dio o potasio, o tambign en propilenglicol o etanol cuando se lo 
va a usar rociado en "spray" o para sumergir el producto. En ali- 
mentos que reciben prolongados calentamientos (como las jaleas) 
debe ser agregado a1 finalizar el proceso (Chichister and Tanner, 
1972). 
A diferencia del 6cido s6rbic0, el sorbato de potasio (SK) 
es muy soluble en agua (58%) y casi el doble que el sorbato de 
sodio (aproximadamente 28%) . 
Sus aplicaciones son muy variadas e incluyen alimentos 
(para hombres y animales), medicamentos, cosm~ticos y materiales 
T a b l a  10 :  S o l u b i l i d a d  del  sorbato ( % )  ( S o f o s  and B u s t a ,  1 9 8 1 )  
S o l v e n t e  A c i d o  s6rbico S o r b a t o  de potasio 
agua (2S°C, p H  3 , l )  
b 
agua (2S°C,  p H  4 , 4 )  
agua (2S°C,  p H  5 , 9 )  
agua (lOO°C) 
aceite (20°C)  
aceite (lOO°C) 
para embalaje. Como conservador de alimentos lo podemos encontrar 
en alimentos ldcteos (queso y subproductos, yoghurt, crema dcida, 
quesos para untar), productos de panaderla (desde tartas y tortas 
hasta cremas de chocolate y coberturas), frutas y derivados (vi- 
nos, jugos, jarabes, dulces, salsas, vegetales fermentados) y 
otros productos kales como ciertos tipos de carnes y pescados, 
mayonesa, margarina y salsas (Sofos and Busta, 1981). 
Efectos fisiol6gicos 
El dcido s6rbico es metabolizado en el cuerpo en forma si- 
milar a otros dcidos grasos. s6lo se omite el primer paso de la 
B-oxidaci6n pues ya pdsee en posici6n a-f3 una doble ligadura. 
Las particularidades de la desintegraci6n se observaron 
usando dcido s6rbico marcado con carbon0 14. Se vio que es absor- 
bido cuantitativamente en el intestino y el 85% se oxida en pocas 
horas. El perfodo de vida media en el cuerpo es de 40 a 110 minu- 
tos, dependiendo de la dosis. Los animales dom6sticos a 10s que 
se suministraron piensos conteniendo dcido s6rbic0, no mostraron 
residuos de este ni en la carne de sus mGsculos ni en sus 6rganos 
internos. Los ensayos realizados muestran que es totalmente oxi- 
dado a C02 + H20 y aprovechado cal6ricamente por el organism0 
(Luck, 1976; Sofos e t  a l . ,  1979 b)  . , C  
Deuel y col.. (1954) encontraron que es inocuo para  perros 
y r a t a s  cuando se incorpora ha s t a  un 5% en l a  d i e t a ,  y su  t ox i c i -  
dad es menor que l a  d e l  benzoato que debe ser eliminado en hfgado, 
La toxic idad aguda d e l  dcido s6 rb ico  (DLSO) es de  unos 10 
g/kg de  peso corporal .  Como comparaci6n debe c i t a r s e  que l a  DL50 
d e l  NaCl es de unos 5 g/kg de  peso corpora l  y que ademds 6 s t e  s e  
agrega a 10s alimentos en una cant idad mucho mayor. Con respecto  
a l a  toxic idad aguda e s  e l  conservador mds inofens ivo  que se co- 
note (Luck, 1976). Tanto e l  dcido sdrbico  como e l  sorba to  de  po- 
t a s i o  pertenecen a l a  l i s t a  GRAS de  l a  FDA ("Generalmente reco- 
mendados como seguros") debido a l a  muy b a j a  tox ic idad  aguda o 
cr6nica.  Esto fue  confirmado por l a  OMS (Organizacibn Mundial de 
l a  Salud) que e s t i p u l 6  como inges ta  d i a r i a  25 rng/kg de  peso cor- 
pora l  y de todos 10s conservadores es l a  mds elevada (Sofos e t  a l . ,  
1979 b ) .  La cant idad realmente consumida de dcido sd rb ico  s e  ha- 
l l a  e s tab lec ida  en l a  mayorfa de l o s  pafses  y es s 6 l o  una f rac -  
c idn  de 10s va lo res  t o l e r a b l e s  (Luck, 1976). 
Efecto antimicrobiano 
E l  sorbato  e s  principalmente f ung i s t d t i co  per0 ac tda  tam- 
bign contra bacterias, aunque su efecto no es tan amplio como 
contra hongos y levaduras. 
El efecto antimicrobiano depende del pH del sustrato ya que 
s6lo es efectivo el dcido sbrbico libre no disociado, por lo tan-, 9 
.A 
to su actividad se incrementa a medida que baja el pH. En la Ta- 
bla ll vemos el efecto del pH sobre la concentraci6n efectiva del 
dcido sbrbico. En ella podemos observar que es mds efectivo en ! 
alimentos dcidos, y que su lfmite de actividad serfa entre pH 
6,O-6,5. 
Los estudios sobre la accidn del dcido s6rbico o sus sales 
son innumerables y no conducen a un mecanismo Gnico de acci6n so- 
bre los microorganismos. Los diferentes resultados hallados hasta 
la fecha fueron obtenidos con cepas particulares de microorganis- 
mos o con sistemas enzimdticos aislados. Esto sugiere que no exis- 
te un mecanismo de acci6n dnico del sorbato, sino mds bien una se- 
rie de factores que producen la inhibicidn por sorbato; la varie- 
dad de enzimas afectadas, y la variabilidad de 10s resultados ob- 
tenidos entre grupos, especies y adn cepas de la misma especie, 
confirman esta especulacibn. 
Quedan ademds muchas preguntas sin responder, tales como 
de qu6 manera difiere el efecto del sorbato en hongos, levaduras 
y bacterias, entre esporas y formas vegetativas, entre bacterias 
Tabla 11: Efecto del pH en la disociaci6n del dcido s6rbico 
(Blocher et al., 1982) 
% de dcido s6rbico 
.no disociado 
gram-positivas y gram-negativas, en condiciones aer6bicas y anae- 
r6bicas, en medios de laboratorio o en alimentos (Sofos and Busta, 
1981). Es evidente que adn queda mucha investigaci6n bdsica por 
realizar para explicar estos efectos. 
Los niveles de dcido s6rbico incorporados en alimentos en 
EEUU, pueden verse en la Tabla 12. 
Es importante mencionar que tanto las bacterias como 10s 
hongos y levaduras no desarrollan resistencia a1 sorbato, como 
ocurre con 10s antibidticos (Lfick, 1976). 
Efecto antibotullnico del sorbato de potasio 
Durante dgcadas se ha usado nitrito en la preservaci6n de 
carnes curad'as, para evitar la formaci6n de toxina botulfnica. Sin 
embargo en 10s Gltimos tiempos la Secretarla de Agricultura de 10s 
EEUU ha recomendado la disminuci6n de 10s niveles usados en algu- 
nos productos o su total eliminacidn en otros. Por ese motivo sur- 
gi6 la necesidad de buscar algdn suplemento o reemplazante en 10s 
productos a base de carnes curadas. La atenci6n se fij6 en sorba- 
to de potasio a partir de un estudio de Tompkin et al. (1974) que 
lograba incrementar dos veces y medio el tiempo de almacenaje de 
salchichas cocidas sin curar, a 27OC, inoculadas con esporas de 
Tabla 12: Niveles de dcido sdrbico utiliaados en diversos 
alimentos en EEUU (Sofos and Busta, 1981) 
Producto dcido s6rbico 
% (P/P) 
quesos 
vinos 
frutas secas 
productos de panaderfa 
salsas 
pescado 
mayonesa 
Clostridium botulinum. Tambi6n se encontrd i g u a l  e f e c t o  inh ib idor  
en sa lch ichas  t i p o  " f r a n k f u r t e r "  con carne  de  p o l l o ,  conteniendo 
156 ppm de  n i t r i t o  que con 0,20% de  bcido sdrb ico .  La combinacidn 
de  ambos incrementabade4 a 10 veces e l  tiempo de  d e t e r i o r o  a 2 7 O C  
(Sofos e t  a l . ,  1979 c )  per0 ninguna l o  e v i t 6 .  E l  pH d e  l a s  mues- 
i 
t r a s  var iaba  e n t r e  5,8-6,4. S imi lares  r e s u l t a d o s  obtuvieron Ivey -' 
4 y Robach (1978),  Ivey e t  a l .  (1978),  Tanaka e t  al .  (1977),  Robach . 
e t  a l .  (1978) y Sofos e t  a l .  (1979 d )  . Generalmente las combina- 
c iones  n i t r i t o - s o r b a t o  han s i d o  mbs e f e c t i v a s  en r e t a r d a r  e l  cr- 
cimiento y produccidn de  toxina  que cuando s e  l a s  usa s o l a s .  S in  
embargo Sofos e t  a l .  (1979 a)  no observaron r e t r a s o  en l a  produc- 
ci6n de  toxina en emulsiones c s r n i c a s  para  sa lch ichas  cuando usa- 
ban pro tefna  de  s o j a  t ex tu r i zada  con 0,2% d e  Scido s6rb ic0 ,  ade- 
mbs e l  e f e c t o  inh ib idor  e r a  menor en emulsiones a base de  carne 
de  po l lo ,  que con o t r o s  t i p o s  de  carne.  
Tanaka e t  a l .  (1977) prob6 un s i s tema a base de  ca rne  d e  . 
cerdo macerada con n i t r i t o ,  sorba to ,  p i r o f o s f a t o  dcido d e  sodio  = 
(SAPP), pH y s a l .  E l  sorbato  no mostr6 un e f e c t o  notable  a pH 6 ,3 .  
per0 s l  a pH 5,5. La adic i6n  de  n i t r i t o  a l a s  muestras con SK y/o I SAPP increment6 notablemente el  e f e c t o  inh ib idor .  La combinacidn .' 
.I 
d e  SK y SAPP present6  mayor e f e c t o  que cada uno por separado. 
Huhtanen e t  a l .  (1981) ha116 una pro tecc i6n  c a s i  t o t a l  con 
dcido sdrbico (0,13-0,38%) en j amones preparados sin nitrito ( p ~  
5,5-5,7) , almacenados 6 meses a 30°C. 
El efecto inhibidor del SK se incrementa a menor a" y pH 
y cuando el almacenaje es a baja temperatura (Roberts et al., 
1982). Sin embargo existir3hnademds otros factores que influyen 
en el desarrollo del Clostridium botulinum ya que Blocher et al. 
(1982) encontr6 que distintas suspensiones de esporas de una mis- 
ma cepa,a-:.)igual pH tenlan diferente sensibilidad a1 SK. Esto 
podrla deberse a diferencias en las condiciones de esporulaci6n 
ya que no hay en este caso diferencia de informaci6n genetics. 
La germinacidn de las esporas del C. botulinum tipo E se 
inhibib casi por completo con 1,O; 1,5 o 2,0% de SK a b~ 5,8-6,O. 
$ 
A pH 7,O-7,2 en presencia de 110-2,0% de SK a 0,5-1,0% de hipo- 
fosfito, se produjo desarrollo de cglulas anormales con defectos 
en su divisi6n celular (Seward et al., 1982). 
Estos resultados sobre su efecto inhibidor y otros muchos 
que figuran en la bibliograffa, no s6lo para C. botulinum sino 
para otros microorganismos, unido a su no toxicidad, su completo 
metabolism0 vfa degradacidn de 10s dcidos grasos dentro del cuer- 
po y a1 rango de pH relativamente amplio en el cual es efectivo 
hacen de esta sustancia un conservador cercano a la idealidad, pa- 
ra muchos alimentos. 
PARTE I 
EFECTO DEL SORBATO DE POTASIO EN LA PRODUCCION DE TOXINA 
POR Clostridium botulinum TIP0 A EN UN SISTEMA MODEL0 DE 
QUESO FUNDIDO 
MATERIALES Y METODOS 
El microorganismo 
La cepa INM 9 de Clostridium botulinum tipo A fue cedida 
por la Dra. Amato de Lagarde (Bacteriologfa Sanitaria, Insituto 
Nacional de ~icrobiologfa, Carlos G. MalbrSn, Buenos Aires, Argen- 
tina) y fue la que se us6 en todos 10s experimentos. 
Preparaci6n de la suspensidn de esporas 
El microorganismo se cultiv6 en el medio Tarozzi a 32°C. 
Se cosecharon las esporas cuando el cultivo estuvo abundantemente 
esporulado (aproximadamente 14 dfas). Para ello primer0 se disgre- 
g6 las particulas de carne para liberar las esporas y luego se las 
elimin6 haciendo una centrifugaci6n a bajas RPM. A continuaci6n se 
hicieron 6 centrifugaciones sucesivas a 3000 RPM durante 15-20 mi- 
nutos cada una (en una centrffuga no refrigerada), lavando el pre- 
cipitado de esporas con soluci6n fisiol6gica (NaC1 0,85% p/~). El 
cuarto lavado se realiz6 con etanol para eliminar las formas vege- 
tativas. Finalmente las esporas se suspendieron en una soluci6n 
esteril de NaCl 5% p/p (a, 0,970) y se guardaron refrigeradas en 
la oscuridad (a 4-6OC). 
Preparaci6n del medio Tarozzi 
Se deja una noche en maceraci6n, un kg de carne picada bien 
magra, en 1,5 1 de agua (en la heladera). Luego se hierve 30 mi- 
nutos y se filtra. A1 filtrado se le agrega 2,0% de peptona bac- 
teriol6gica (Difco) y 0,4-0,5% de NaC1. El pH se ajusta a 7,2-7,3 
y se autoclava una hora a una atmesfera. Se vuelve a filtrar para 
eliminar todas las protefnas que precipitan obteni6ndose un llqui- 
do lfmpido que se fracciona a raz6n de 10 ml/tubo de ensayo. A ca- 
da tubo se le agrega la carne picada, extralda y escurrida 
(aproximadamente 10-15% del volumen de caldo). Por tiltimo se vuel- 
ve a autoclavar 20 minutos a 120°C. 
Sistemas modelo 
El sistema modelo se prepar6 de la siguiente forma: En to- 
dos 10s experimentos se us6 un medio base conteniendo 25 g de 
tripticase (BBL Microbiological Systems), 5 g de extract0 de leva- 
dura (Difco Lab., Detroit, Michigan), 5 g de glucosa y 0,s g de 
clorhidrato de L-cistefna (Mallinckrodt Chem. Works, St. Louis) 
en 1000 g de  agua d e s t i l a d a .  Para a j u s t a r  l a  a c t i v i d a d  d e  agua 
d e l  medio base  se usaron las s i g u i e n t e s  s u s t a n c i a s :  N a C l  (Merck, 
Darmstadt, West Germany), l a c t a t o  de  sodio  (BDH Chemicals Ltd. ,  
Poole, England),  s a l  emuls i f i can te  Ioha S-9 (mezcla de  po l i fos -  
f a t o s  y o t r a s  s a l e s ;  (Meyer, 1973)) (Qufmica Hoeschst, Buenos A i -  
res, Argentina) y casefna (Sancor Coop. Lecheras, Buenos A i r e s ,  
Argentina)para semejar mbs l a  e s t r u c t u r a  d e l  queso. La a c t i v i d a d  
d e  agua d e l  medio base es 0,996 (B&.iozzo e t  a l . ,  1983) y se redu- 
jo  a 0,974 o 0,967 regulando l a  concentraci6n de  10s s o l u t o s  men- 
cionados. La cant idad  a agregar  de  e s a s  sales para  ob tener  u n z i -  
v e l  determinado de  a" se c a l c u l 6  en base a 10s d a t o s  de  l a  b i b l i o -  
g r a f f a  sobre  su  e f e c t o  reductor  d e l  a,: 10s v a l o r e s  para  NaCl s e  
obtuvieron de  Robinson y Stokes (1965); 10s d e  l a c t a t o  de  C h i r i f e  
y Ferro  Font6n (1980) y 10s de  l a  s a l  Ioha S-9 de  Briozzo (1982). 
La correcc i6n  por la  a c t i v i d a d  de  agua d e l  medio base  (Briozzo 
e t  a l . ,  1983) se h i z o  por medio de  l a  ecuacidn de  Ross (1975) 
(ec. 15 ) .  Tambign se determind l a  a c t i v i d a d  d e  agua de  cada medio 
despu6s de  l a  e s t e r i l i z a c i 6 n  y siempre s e  encontr6 una buena con- 
cordancia con 10s va lo res  calculados.  E l  pH de  todos  10s medios 
se a j u s t 6  a 5 ,7 con C l H .  La Tabla 13 muestra l a  composici6n de  
10s s is temas  modelo de  "queso fundido". Se agregd SK (Fluka AG, 
Suiza)  en d i f e r e n t e s  concentraciones (0 ,1%,  0,2% y 0,3% p/p)  . Se 
i Ad 
Tabla 13: Composicidn de 10s sitemas modelo usados para investl- 
gar el desarrollo de C. botulinum tipo A. 
Ingrediente gramos 
a, = 0,974 a 
W 
componentes 
de 10s quesos 
f undidos 
sal Ioha S-9 
NaCl 
lactato de sodio 
caselna 
medio base 
para produc- 
cidn de 
toxina 
tripticase 
extract0 de levadura 
glucosa 
L-cisteina 
H2° 
PH 
t r a t 6  que l a s  cant idades de  s a l  fundente,  N a C l  y l a c t a t o  es tuvie-  
sen den t ro  d e l  rango que pueden encon t ra r se  en e s t o s  quesos. 
Para preparar  e l  medio se procedi6 de  l a  s i g u i e n t e  forma: 
se mezclaron 10s componentes, se a j u s t 6  e l  pH aproximadamente, 
luego se d i s o l v i 6  l a  casefna en bafio de  agua h i r v i e n t e .  Una vez 
que se e n f r i 6  se a j u s t 6  nuevamente e l  pH con HC1 d i l u l d o  y se re- 
pus0 e l  agua evaporada. D e  esta manera se e v i t 6  l a  formaci6n de  
codgulos d e  case lna  a 1  a c i d i f i c a r .  
La ac t iv idad  de  agua de  10s medios d e  aw reducida s e  de te r -  
mind con un higrdmetro e l e c t r i c 0  Humicap HM 1 4  de  Va i sa la  O y  (PL 
26  SF-00421 Hels inki  42, F i n l a n d i a ) ,  cuyo sensor  es un capac i to r  
polimerico que v a r f a  s u  capac i t anc ia  a medida que cambia l a  hume- 
dad r e l a t i v a  de  l a  muestra. Dado que l a s  l e c t u r a s  d e  s u  d i a l  per- 
miten leer 0,01 unidades de  a,, las te rminales  d e l  indicador  s e  
conectaron a un mi l ivo l t lme t ro  d i g i t a l  modelo 248  (Data Prec is ion ,  
USA) que permit i6  l e c t u r a s  a l a  tercera c i f r a  decimal. La c a l i b r a -  
c i6n  d e l  equipo s e  h izo  con so luc iones  s a l i n a s  sa tu radas  de acuer- 
do a1 metodo de  Favet to e t  a l .  (1983).  Los v a l o r e s  d e  aw d e  d ichas  
so luc iones  son 10s recomendados por C h i r i f e  e t  a l .  (1982) (Tabla141 
T a b l a  1 4 :  A c t i v i d a d  de agua de soluciones s a l i n a s  s a t u r a d a s  a 
25OC ( C h i r i f e  et a l . ,  1 9 8 2 )  
S o l u t o  
- ~ - - 
NaCl 0 , 7 5 2  
(NH4) 2S04 0 , 8 0 2  
KC1 0 , 8 4 3  
0 , 9 0 2  
0 , 9 2 6  
0 , 9 7 4  
Todas las mediciones se hicieron en una estufa de convec- 
+ 
ci6n forzada a 25-0,2OC. Las muestras se equilibraron a 25°C du- 
rante 24 horas antes de la medicibn; las detenninaciones de a, se 
hicieron por duplicado y se informa el promedio. 
~noculacibn de 10s sistemas modelo 
El medio se colocb en tubos'de 15 x 160 mm, con tapa a ros- 
ca de baquelita, a razbn de 12 ml/tubo. Inmediatamente antes de 
inocularlos con la suspensi6n de esporas se regener6 el medio por 
calentamiento en bafio de agua a ebullicibn. Las esporas recibieron 
un shock termico de 10 minutos a 75OC. Se usaron 10 tubos para ca- 
da corrida a una dada combinacidn de a, sorbato y nivel de inb- 
culo, con excepcidn de la corrida de a, 0,974 en la cual se usaron 
8 tubos para cada nivel de sorbato. Se trabajd con tres concentra- 
4 3 
ciones de esporas: aproximadamente 10 , 10 y lo2 esporas/ml de 
medio. Las caracterlsticas de cada sistema modelo pueden verse en 
la Tabla 15. 
Incubacibn 
+ Los sistemas modelo inoculados se incubaron a 32-1°C en 
Tabla 15: Caracterlsticas de 10s sistemas modelo de queso 
f undido 
-- 
SISTEMA I SISTEMA I1 SISTEMA I11 
"baja" 
(0,967) 
"baja" 
(0,967) 
in6culo medio bajo alto 
una estufa de cultivo. 
Determinaci6n de la toxina 
traron 
Las muestras tomadas de cada tub0 se centrifugaron y fil- 
por filtros Millipore de 0,45 vm. Luego se hicieron dilu- 
ciones sucesivas en buffer gelatina (2 g de gelatina Difco, 4 g 
de P04HNa2Merck en 1000 ml de agua a pH 6,2). La protelna de la 
gelatina parece minimizar la inactivacidn de la toxina, reducir 
las reacciones pirogsnicas y potenciar el efecto de la toxina bo- 
tullnica (Schneider et al., 1963; Naylor and Smith, 1946; Wentzel 
et al., 1950; Boor et al., 1955). Se inocularon 0,5 ml de cada di- 
lucidn en pares de ratones blancos Swiss Webster de 18-20 g de pe- 
so (0,5 ml/rat6n) y 10s resultados se expresaron como Dosis Letal 
Mfnima/ml de medio (DLM/ml). Los animales se observaron durante 
cinco dlas, examindndose 10s sfntomas y la muerte caracterfstica 
por intoxicacidn botulfnica. 
Recuentos 
En dos de 10s sistemas se hicieron recuentos de 10s micro- 
organism~~ presentes (formas vegetativas y/o esporas) usando 
Brewer Anaerobic Agar (Difco) con indicador redox en tubos con 
tapa a rosca (de 15 x 160 m m ) .  Las diluciones se hicieron con so- 
lucidn de triptona sal cisteinada (triptona 0,1%, NaCl 0,853, 
clorhidrato de L-cistefna 0,03%). Tanto el medio Brewer como el 
diluyente se regeneraron en bafio de agua a ebullici6n inmediata- 
mente antes de su uso. Las lecturas se hicieron contanto las colo- 
nias despu6s de 48 horas de incubacidn a 32OC, en un microscopio 
estereosc6pico Wild HM 3. 
Determinaci6n de sorbato en auesos fundidos 
Se utiliz6 el m6todo oxidativo de la AOAC (1980)'. 
RESULTADOS Y DISCUSION 
La ac t iv idad  de  agua de  10s sistemas modelo de  queso fun- 
dido se f i j a r o n  en 0,967 o 0,974 pues e s e  rango es e l  que corres-,  
ponde con el  de 10s quesos fundidos para u n t a r  producidos en A r -  
gent ina ( ~ a g r i n i  e t  a l .  , 1983) . Los r e s u l t a d o s  d e  10s experimen- 
t o s  de  inoculacidn se gra f i ca ron  como e l  n h e r o  acumulativo d e  tu-  
bos conteniendo t o x i n a / e l  n h e r o  de  tubos inoculados versus  e l  
tiempo de  incubaci6n a 32OC y se muestran en l a s  Figuras  4 y 5. La 
Figura 4 muestra l a  combinacidn a, "a l t a t l - inbcu lo  medio y a, "ba- 1 
jaw-indculo ba jo  (s is temas modelo 1 y 2) con d i f e r e n t e s  n i v e l e s  
d e  SK, mientras  que l a  Figura 5 s e  muestra l o  mismo para e l  sis- 
tema modelo ntimero 3 ("bajo" a, - a l t o  in6cu lo ) .  Un comportamiento 
genera l  en todos 10s sis temas es tudiados  f u e  que l a  ad ic idn  d e  
sorbato  produjo un r e t r a s o  en l a  produccidn d e  tox ina  d e  C l o s t r i -  
dium botulinum t i p o  A. En 10s s is temas  de  a, 0,967 el  agregado 
de  SK produjo ademds una s i g n i f i c a t i v a  reduccidn en e l  t f t u l o  de  
toxina.  En las f i g u r a s  4 y 5 podemos v e r  10s va lo res  medios d e  
concentraci6n d e  toxina  de  cada cor r ida ;  a s f  para  e l  s is tema de  
indculo ba jo ,  e l  agregado d e  0,2% de  so rba to  de  po tas io  disminuye 
- 
l a s d o s i s  l e t a l e s  mfnimas promedio ( D L M / m l )  de  16.700 a 1600 y con 
0,3% d e  S K  se reduce a t a n  s o l o  16 DLM/ml .  E l  e f e c t o  es s i m i l a r  
Figura 4: Efecto de l  sorbato de potasio en l a  toxicidad de 10s s i s - :  
t e m a ~  de "a l t a "  aw -inbculo medio y "baja" a" -bajo in6cu- 
i 
l o  inoculados con esporas de C. botulinum t ipo  A 
Figura 5: Efecto del sorbato de potasio en la toxicidad del sis- 
tema modelo "baja" a" -alto inbculo, inoculado con espo- 1 
ras de Clostridium botulinum tipo A. 
en e l  sis tema de  "baja" aw - a l t o  in6culo.  En e l  s is tema d e  " a l t a "  
aw (0,974) inoculado con 1800 esporas/ml,  e l  r e t r a s o  en l a  produc- 
c i 6 n  de  toxina  ( e n t r e  0 y 1 0  d f a s )  no parece  ser d e  u t i l i d a d  prdc- 
t i c a  y ademds l a  DLM no se v i o  a fec tada  por l a  ad ic i6n  d e  sorbato,  
S in  embargo en 10s sistemas de  "bajo" a, (0,967) e l  r e t r a s o  en l a  
produccidn de  toxina  se hace mucho mSs importante  especialmente 
en e l  s is tema de  b a j o  in6culo(280 esporas/ml) .  En este caso  e l  
tiempo para que e l  50% de  10s tubos inoculados presenten  desarro-  
110 se t r i p l i c 6  para e l  sis tema 3 conteniendo 0,3% d e  so rba to  com- 
parado con e l  con t ro l  (0,0% de S K ) .  Parece e x i s t i r  un e f e c t o  com- 
binado e n t r e  e l  n i v e l  d e  aw ( inc luso  en un pequefio rango como es 
e l  caso de  e s t e  e s t u d i o ) ,  e l  n i v e l  de  in6culo  y l a  concentraci6n 
d e  sorbato  en e l  r e t r a s o  de  l a  producci6n de  tox ina  por  e l  C. bo- 
tulinum. 
Se h ic ie ron  recuentos en 10s s is temas  2 y 3 simultdneamente 
con l a s  determinaciones de  toxina ,  y dado que e s t a s  se r e a l i z a r o n  
e n t r e  1 0  y 2 0  d l a s  despuds de  observado e l  d e s a r r o l l o  10s v a l o r e s  
de  10s recuentos no representan l a  mdxima concentraci6n alcanza- 
da de microorganismos, s i n o  10s v i a b l e s  en  e l  momento d e  hacer  e l  
a n b l i s i s .  Los recuentos r ea l i zados  ( b a c t e r i a s  y /o  esporas)  en 10s 
modelos de  "baja"  a, (Tablas 17  y 18)  muestran que a 1  incrementar 
l a  concentracidn de  sorbato ,  disminuye el  recuento.  En l a  Figura 4 
Tabla 16: Efecto del SK en la producci6n de toxina por el 
Clostridium botulinum tipo A. Sistema 1, "alta" a - w- 
in6culo medio (1,6-2,0~10~ esporas/ml) 
Tiempo 
(dfas) 
(a) 
Producci6n de toxina 
tubos con desarrollo 
(b) 
control 
(a) : tiempo desde la inoculaci6n hasta que se observe desarro- 
110. 
(b) : nhero acumulativo de tubos conteniendo toxina/tubos ino- 
culados 
Tabal 17: Efecto del SK en el crecimiento y producci6n de toxina 
Clostridium botulinum tipo A. Sistema 2, "baja a- 
(0.967)- bajo indculo (2,0-3 ,5x102 esporas/ml) 
SK Tiempo Recuentos Producci6n de toxina 
( %  p/p) (dlas) (UFC/ml) Tubos con desarrollo D~M/rnl 
(a) (b 
control , 79 
86 
90 
98 
142 
151 
Tabla 17 (continuacibn) 
-- 
(a) : tiempo desde la inoculacibn hasta que se observ6 desarro- 
110. 
(b) : nfimero acumulativo de tubos conteniendo toxina/tubos ino- 
culados. 
(c) : sin desarrollo en 305 dfas. 
Tabla 18: Efecto del SK en el crecimiento y produccidn de toxina 
por el Clostridium botulinum tip0 A. Sistema 3, "baja" 
a" (0,967)- alto in6culo (0,8-1,8~10~ esporas/ml) 
- 
SK Tiempo Recuentos Producci6n de toxina 
( %  p/p) (dfas) (UFC/ml) Tubos con desarrollo DLM/ml 
(a) 
control 
Tabla 18 (continuaci6n) 
(a) : tiempo desde la inoculaci6n hasta que se observ6 desarro- 
(b) : nhero acumulativo de tubos conteniendo toxina/tubos ino- 
culados. 
se presentan 10s valores promedio de todos 10s tubos de cada co- 
o 
rrida. El valor medio observado para las muestras del control (0% 
6 de sorbato) fue del orden de 10 UFC/ml, per0 se redujo a alrede- 
3 dor de 10 UFC/ml a1 agregar 0,3% de sorbato. 
Montville (1984) a1 determinar la eficiencia de las espo- 
ras de C. botulinum 62A para formar colonias a1 sembrarlas en pla- 
cas con pH entre 7,O y 5,5 y concentraciones de NaCl de 1,2 y 3% 
encontr6 que ~610 una cantidad muy pequefia del total de esporas 
podfa generar colonias. Ademds esta cantidad se reducla en varios 
6rdenes de magnitud a1 reducir el pH e incrementar la concentra- 
cidn de sal. En un medio con 2% de NaCl y pH 5,5 s610 una cada 
1000 esporas podla formar colonias, y a pH 5,7 s61o una cada 100. 
Si &to es asf, nuestras condiciones de trabajo son muy similares, 
y eso explicarfapor qu6 nunca se obtuvieron recuentos inferiores 
a1 del indculo, ya que ~610 habrla desarrollado un 1% de las es- 
poras inoculadas mientras que el resto permanecen viables. 
Debe hacerse notar que el primer signo de desarrollo de 
C. botulinum en estos medios fue la producci6n de gas seguida de 
la coagulaci6n de la caselna, la cual no se observ6 en las mues- 
tras de a" 0,967 conteniendo 0.3% de sorbato y bajo indculo (280 
esporas /ml) . 
El C6digo Alimentario Argentino no autoriza expresamente 
el uso de SK en quesos fundidos, por lo que se puede suponer que 
no se lo utiliza en la elaboraci6n de estos quesos. El andlisis 
qufmico de tres marcas diferentes arroj6 resultados negativos con- 
firmando esta presunci6n, sin embargo 10s resultados de este es- 
tudio sugieren que el uso de sorbato de potasio en una concentra- 
ci6n 0,3% (p/p) junto con una leve reducci6n de la actividad de ! ' 
agua y el pH puede otorgar un margen de seguridad adicional con- 
tra el desarrollo y producci6n de toxina por Clostridium botulinum 
en quesos fundidos para untar sometidos a un abuso de temperatura. 
Esto es particularmente cierto con respecto a la marcada disminu- 
ci6n del tftulo de toxina producida. De todos modos la efectividad 
de este procedimiento debe ser verificada por estudios de inocula- 
ci6n del clostridio en el alimento. 
CONCLUSIONES DE LA PARTE I 
De 10s resu l t ados  de  nues t ros  ensayos podemos conclu i r :  
1. En todos 10s sis temas es tudiados ,  l a  ad ic idn  de  SK e n t r e  
0,l-0,3% produce un r e t r a s o  en e l  crecimiento y producci6n de 
tox ina ,  con una marcada reduccidn en e l  ndmero de  DLM/ml.  
2. Cuando l a  a c t i v i d a d  de  agua se reduce a 0,967, l a  ad ic idn  de  
so rba to  de  po tas io  en e l  rango 0,2-0,3% produce un r e t r a s o  con- 
s i d e r a b l e  d e l  desa r ro l lo .  comparado con e l  c o n t r o l  (0% SKI. 
3. A a" 0,967 y una ba ja  concentracidn de  esporas  ( d e l  orden de  
2 10 esporas/ml) e l  r e t r a s o  es especialmente significative con 
0,3% de  sorbato.  
4. Por d l t imo debe no ta r se  que e l  r e t r a s o  en l a  produccidn de  toxi -  
na,  puede cons iderarse  una winh ib ic i6n"  en e l  caso d e  a" 0,967 
y ba jo  indculo con 0,3% de  SK, s i  tenemos en cuenta  e l  tiempo 
normal de  permanencia de  e s t o s  productos en e l  mercado. 
Los re su l t ados  muestran que e l  agregado de  0,2-0,3% de  SK 
en quesos fundidos para u n t a r ,  con l a s  c a r a c t e r f i t i c a s  de  a" y 
pH como 10s aqul  experimentados, agrega un f a c t o r  d e  seguridad 
que hard mbs d i f l c i l  l a  producci6n de  tox ina  por  C. botulinum ti- 
po A, cuando s e  i n c u r r e  en un abuso de  temperatura en l a  conser- 
PARTE I1 
EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE AGUA Y EL pH EN EL CRECIMIENTO 
Y PRODUCCION DE TOXII!A POR Clostridium botulinum TIP0 G 
MATERIALES Y METODOS 
El microorqanismo 
Se us6 la cepa no 89 Clostridium botulinum tipo G, cedida 
por el Dr. Gimenez (Laboratorio de Alimentos, Universidad Nacio- d 
nal de San Luis, Artentina). Despues de cultivarlo en medio Taro- 1 
zzi a 32OC durante 15 dlas, se separaron las esporas centrifugan- 
do y lavando con solucidn fisioldgica seis veces. Por dltimo se 
suspendieron en solucibn fisioldgica y se guardaron refrigeradas 
a 4-6OC en frascos de 50.m1, cerrados herm6ticamente con atmbsfe- 
ra normal en la oscuridad, conservadas en esta forma. * 
1 
Medios de cultivo 
1 Los estudios de crecimiento y producci6n de toxina se hi- i 
cieron en medio TP-PGYC: Trypticase (BBL) 2%, Proteosa-peptona 
(Oxoid) 1%, extract0 de levadura (Difco) 0,5%, glucosa.0,5% 
clorhidrato de L-cistefna (Mallinckrodt) 0,05%, regenerados por 
calentamiento en bafio de agua a ebullicibn, durante 10 minutos, 
y enfriados rdpidamente hasta 20°C. 
Reduccidn de la actividad de agua 
La actividad de agua del TP-PGYC se redujo experimental- 
mente con NaCl o con sacarosa ambos de pureza analftica, y se 
llevd a pH con HCl 1:5 o con NaOH 20%. La a, del TP-PGYC se de- 
termind con un cridscopo para leche 4DII de Advanced Instruments 
(Needham Heights, Mass., USA), calibrado con soluciones standard 
\ 
de NaC1. Todas las mediciones se hicieron por duplicado. El cbl- 
culo de la cantidad de NaCl o sacarosa a agregar, para lograr 
el valor deseado de (a,) se hizo de acuerdo a la ecuacidn de 
Ross (1975) (ec. 15). La actividad de agua de las soluciones bi- 
narias de NaCl o de sacarosa se obtuvieron de 10s datos publica- 
dos por Chirife y Resnik (1984) y Chirife y col. (1980), tal co- 
mo se discute mbs adelante. La composicidn de 10s medios de cul- 
tivo de diferente aw se muestra en la Tabla 19. 
PredicciBn de la a de soluciones de NaCl 
Las propiedades termodinSmicas de las soluciones de NaCl 
han sido exhaustivamente estudiadas en 10s Gltimos 50 afios. Los 
valores de a, fueron determinados'e informados como coeficientes 
osmdticos ( 4 )  para todo el rango de concentraciones y temperatu- 
Tabla19:Gramos de NaCl o sacarosa a agregar a1 TP-PGYC, cada 
1 0 0  g de aqua, para obtener 10s valores de aw indica- 
dos 
-
ras. La precisidn de 10s metodos usados (por ejemplo el isopies- 
tico, medici6n de presidn de vapor) es de 0,0001-0,0002 a" 
I L 
(Scatchard et al., 1938; Olynik and Gordon, 1943; Platford, 1 
1979). La recopilacidn de 10s valores de 4 muestra que estos no 
varfan en mds de 0,001 4 (Platford, 1979; Gibbard et al., 1974). 
El sistema de ecuaciones desarrollado por Pitzer (1973), (ec. 
6, 7 y 8), para las propiedades termodindmicas de 10s electroli- 
tos ajustan 10s valores experimentales de 4 dentro del error ex- 
perimental, tanto para soluciones diluldas como 6 molal. 
Chirife y Resnik (1984) tomaron las tablas de Robinson y 
Stokes (1965); la recopilacidn de Hammer y Wu (1972) y las medi- 
ciones y recopilaciones de Gibbard y col. (1974) para soluciones 
de NaCl a 25OC y otras temperaturas, y transfonnaron 10s coefi-. 
cientes osm6ticos en valores de a, usando la ecuacidn 4. Luego 
compararon dichas a, con 10s valores predichos usando el modelo 
de Pitzer (1973) y encontraron una gran concordancia entre ellos 
e 
para todo el rango de molalidades (hasta 6 m). La mayor diferen-7' ' 
cia de 10s valores recopilados con 10s predichos por el modelo d 
Pitzer (1973) (a las a, mds bajas) son inferiores a 0,0007 a,. 
B 
Ademds Chirife y'Resnik (1984) cornparando 10s valores de ; 4 
10s coeficientes osmdticos (transformados en a,) de las solucio- 
nes de NaC1, para distintas temperaturas en el rango 15-50°C ha- 
- 
l l a r o n  que l a  a, de  estas soluciones v a r l a  muy poco con l a  tempe- 
r a t u r a  y que no d i f i e r e n  en mSs de 0,002 con 10s v a l o r e s  a 25OC. 
Teniendo en cuenta que e x i s t e  una concordancia "universa l"  e n t r e  
10s va lo res  de  a, experimentales y 10s predichos para  soluciones 
de  NaC1, y que ademgs 6 s t o s  son c a s i  i n v a r i a n t e s  con l a  tempera- 
t u r a ,  se u t i l i z d  directamente l a  ecuacidn de  P i t z e r  (1973) (ec.  
6)  para  p redec i r  l a  cant idad  de  N a C l  a agregar  a cada medio de 
cu l t ivo .  La correcc idn  por l a  a, d e l  medio de  c u l t i v o  puro s e  
h izo  segdn l a  ec. (15) .  
Los va lo res  de  a, versus  concentracidn para  las soluciones 
b i n a r i a s  de  sacarosa  se obtuvieron mediante l a  ecuacidn de  Norrish 
(1966) (ec.  1 2 )  y 10s va lo res  d e  K de C h i r i f e  e t  a l .  (1980).  Es- 
t o s  d l t imos  usaron un programa de  computadora para  c a l c u l a r  10s 
mejores va lo res  de  - K (ec. 1 2 )  cuando se ap l i caba  l a  ecuacidn de  
Norrish a 10s va lo res  de  aw de  soluciones d e  sacarosa  recopi la -  
+ dos p r  Teng y Lenzi (1974). D e  dicho a n d l i s i s  surge ,  K = 6,47- 
0,06 para l a  sacarosa.  Con dicha cons tan te  se generaron 10s va- 
l o r e s  de  aw vs.  concentracidn para l a  sacarosa  en el  rango de  
i n t e r &  para nues t ro  es tudio .  Dichos va lo res  pueden v e r s e  en l a  
Tabla 20. A1 igual que con el NaC1, para calcular la aw final del 
caldo de cultivo se tuvo en cuenta la aw propia del caldo puro y 
la ecuaci6n 15. 
Cultivo del microorganismo 
Para construir una curva de desarrollo, es necesario tomar 
las muestras de un mismo sistema, sin modificar las condiciones 
de anaerobiosis. Con este fin se disefi6 el dispositivo de la Fi- 
gura 6, el cual es un tub0 de vidrio Pyrex de 24x250 mm, con una 
salida lateral unida a un tubo de latex de pared gruesa cuyo ex- 
tremo se cerr6 mediante un tap6n de vidrio. Este dispositivo se 
llen6 con 70 ml de TP-PGYC bajo atmdsfera de N2, para evitar la 
oxidaci6n de sus componentes (Holdeman and Moore, 1973). Antes de 
usarlo se regener6 su anaerobiosis por calentamiento en agua a 
ebullici6n y se cubri6 con una capa de vaspar esteril. Cuando es- 
ta capa se hub0 solidificado se agreg6 una capa de vaselina lfqui- 
da tambign estgril. De esta forma se obtuvo un sistema que permi- 
ti6 hacer la inoculaci6n o tomar muestras a trav6s del tub0 de 
ldtex por medio de una jeringa de 3 cc. 25 G x 5/8 (Becton- 
Dickinson), sin producir ningdn cambio en las condiciones del 
cultivo. Las bolitas de vidrio se agregaron para lograr una bue- 
Tabla  20: Valores  d e  a. vs.  concent rac i6n ,  p a r a  s o l u c i o n e s  de  
n' 
saca rosa ,  generados mediante  l a  ecuac i6n  d e  Norr i sh  
(1966) ,  con K = 6,47'0,06 
conc. (%P/P)  a 
W 
conc. (%P/P) 
Figura 6: Dispositivo experimental 
Tapa a rosca de 
bakelita 
Vaselina llquida 
de TP-PGYC 
vidrio 
~ o l i t a s  de vidrio Tubo de 'latex de 7xl9mrn. 
na homogeinizacidn del medio. Tanto a1 introducir el in6culo 
(1,2 ml), como a1 extraer muestras para su anblisis, se debe aflo- 
jar la tapa de baquelita, permitiendo el libre movimiento del cie- 
rre de vaselina lfquida-vaspar. Ademds de este dispositivo, se 
utilizaron 20 tubos de ensayo (15x160 rnm) con tapa a rosca (con- 
teniendo 12 ml de cada medio), 10s cuales permitieron tener un va- 
lor promedio de 10s tiempos de desarrollo. Todos 10s indculos es- 
tuvieron entre 1000 y 5000 esporas por ml de medio. 
Para evitar la modificaci6n del a, de 10s diferentes medios, 
a1 agregar el in6culo de esporas se procedi6 de la manera siguien- 
te: se diluy6 1 ml de la soluci6n madre de esporas en 9 ml de 
TP-PGYC de a, 0,996 e igual pH, se le dio el shock t0&co y lue- 
go se diluyd 1 ml en 9 de TP-PGYC del mismo a" y pH que el de ca- 
da medio a inocular. 
Incubacidn 
Los caldos de diferente a, y pH previamente inoculados en 
la forma descripta, se incubaron a 32OC en una estufa de tempera- 
tura constante. 
Recuentos 
Se utilizd como diluyente para 10s recuentos BHI (Brain 
Heart Infussion, Difco) dilufdo' a1 cuarto, adicionado de 0,06% 
de agar (Difco) y 0,05% de L-cistefna. Se distribuyd en tubos -. 
con tapa a rosca, a razdn de 9 ml por tub0 y se 10s regenerd in- 
mediatamente antes de su uso. Los recuentos se hicieron en Brewer 
Anerobic Agar (Difco) que se incubd durante 48 hroas a 32OC 
(tiempos mayores no mostraron incrementos en el nthero de colo- 
nias contadas). Para evitar a1 mdximo el contact0 de 10s microor- 
ganismos con el 02, la muestra (3 ml) se extrajo con la jeringa 
en posicidn vertical, de manera que la burbuja que se forma por 
el aire presente en el cue110 de la aguja, quede junto a1 W o l o .  
A1 vaciar la jeringa, el primer ml se introdujo en el tub0 de 
dilucidn para recuento y 10s siguientes (que estuvieron en con- 
tacto con la burbuja) se usaron para analizar toxina. 
Determinacidn de la toxina 
Para determinar las condiciones dptimas de activacidn de 
la toxina se usaron dos cultivos de Clostridium botulinum tipo 
G en TP-PGYC de 6 dfas. El primero, despuss de centrifugado y 
f i l t r a d o  por f i l t r o s  Mi l l ipore  de  0,45 pm se d i v i d i 6  en cua t ro  
f r acc iones  que se l l eva ron  a pH 5,5; 6,O; 6,5 y 7,O. A cada una 
. de e l l a s  se les agreg6 una so luc i6n  de  t r i p s i n a  Difco (1:250) a 1  
l o % ,  1% y 0,5% de manera de  obtener  una concentraci6n f i n a l  de  
1, 0 , l  y 0,05% y se incub6 45 minutos a 37OC en un baiio termostd- 
t i c o  de  agua. A 1  segundo c u l t i v o  luego de  cen t r i fugado  y f i l t r a -  
do se l o  l l e v 6  a pH 6,5 y se l o  incub6 a 37OC con 0,1% de  t r i p s i -  
na (concentracibn f i n a l )  durante  15,  30, 45, 60 y 75 minutos. Se 
determin6 el  n i v e l  de  toxina  p resen te ,  por  inoculac idn  i n t r a p e r i -  
tonea l  d e  ra tones  de  18-20 g. Se inocularon  0,5 ml / ra tdn  y dos 
ra tones  por d i luc i6n .  Las d i luc iones  d e  10s medios conteniendo 
l a  tox ina  ac t ivada  s e  h i c i e r o n  con b u f f e r  g e l a t i n a  (2 g de  gela-  
tins Difco, 4 g P04HNa2 Merck, en 1000 m l  de  agua a pH 6,21).  
Shock termico 
Para d a r  e l  shock tgrmico a l a s  esporas  se d i luyeron  2 m l  
de  l a  suspensidn de  esporas  e n . 1 8  m l  de  TP-PGYC y se ca len ta ron  
10 minutos a 75OC. Inmediatamente se colocaron en agua con h i e l o  
h a s t a  s u  uso. Para i n v e s t i g a r  s i  l a  composici6n d e l  medio y e l  
pH tenfan  algdn e f e c t o  sobre  l a s  esporas  a1 c a l e n t a r l a s  a 75OC, 
s e  h izo  el  s i g u i e n t e  ensayo: se inocul6 1 m l  de l a  suspensi6n de  
esporas en 9 ml de TP-PGYC pH 7,0, en TP-PGYC pH 5,6 y en solu- 
ci6n fisioldgica de pH 7,l. A todos se les dio un shock t6rmico 
. de 10 minutos a 75OC y se hicieron 10s recuentos. Tambign se hi- 
zo un recuento sin calentar. 
Las determinaciones de pH se hicieron con un peachfmetro 
Orion Ioanalyzer 901. Para verificar si la cantidad de HC1 o 
NaOH agregada para ajustar el pH producfa alguna modificacidn de 
se determind el punto de congelacidn de 10s medios de dife- 
rente pH y se 10s convirti6 en valores de a,. El descenso del pun- 
to de congelacidn (€IF) puede ser transformado en a, de acuerdo 
a la siguiente expresidn (Ferro Fontdn and Chirife, 1981) 
Se debe destacar que la a, obtenida de esas determinaciones es 
la correspondiente a1 punto de congelaci6n. Sin embargo, para 
las actividades de agua involucradas en estos experimentos (0,98 
y superiores) pueden ser consideradas como independientes de la 
temperatura (Ferro Fontdn and Chirife, 1981; Chirife et al., 
RESULTADOS Y DISCUSION 
~rediccidn de la a de las soluciones de NaCl y sacarosa 
.p 
La Tabla 21 muestra 10s valores de aw del caldo TP-PGYC- 
ajustado a diferentes valores de pH; se observa que la variacidn 
de pH no se traduce en cambios significativos en la actividad 
acuosa. El andlisis del error de las determinaciones de a, a PC--- 
tir de la medida del punto de congelacidn hecho por Miracco y b.:  
r '. 
col. (1981) mostr6 que la precisidn del metodo permite expresag 
la aw a la cuarta cifra decimal. En algunos casos, nosotros de- 
terminamos experimentalmente la aw (usando un higrbmetro Vaisala, 
Humicap HM-14, Finland) y se encontrd una excelente corresponden- 
cia con 10s valores predichos mediante las ecuaciones (6) y (15) 
, 
Shock tgrmico 
SegGn diferentes investigadores el shock t6rmico activa 
las esporas y permite una germinacidn mSs pareja y rdpida de las 
mismas. En cuanto a la temperatura a usar varfa con el microor- 
Tabla21: .  - a de soluciones de TP-PGYC de distintos pH 
Desc. Crioscdpico 
( ' Horvet) 
ganismo, asf por ejemplo las cepas proteolfticas de 10s tipos A, 
B o F requieren temperaturas d s  altas que son letales para el 
tipo E o para las cepas no proteolfticas de 10s tipos B y F. Lynt 
y col. (1984) informaron que la cepa 89 y la 2739 G de Clostridium 
botulinum tipo G producen dos tipos de esporas. Una que se des- 
truye fdcilmente por el calentamiento de 10 minutos a 80°C en 
buffer fosfato y otra que sobrevive a temperaturas mds elevadas, 
siendo la forma ldbil mucho mss abundante (10.000 a 1 para la ce- 
pa 89 y 100 a 1 para la 2739 G). 
El tiempo de reduccidn decimal D se define como el tiempo 
de calentamiento a una dada temperatura para obtener una reduc- 
cidn del 90% en la poblaci6n microbiana (corresponde a un ciclo 
logarftmico). Conocido DT y su dependencia con la temperatura 
(es decir z, la pendiente de la curva D vs. T) se puede calcular 
D a cualquier temperatura usando la expresidn 
donde T y z se expresan en OF. 
Si calculamos D a 75OC (167 OF) con 10s datos que dan Lynt 
et al. para las esporas mbs termoresistentes, resulta que para 
37,9 = 1,77 minutos obtenemos D16, D210 37f9 = 20,58 minutos. Si ahora 
analizamos en cudnto deberfa reducirse la poblaci6n de esporas 
por un calentamiento de 10 minutos a 167OF (75OC) mediante la 
expresidn 
donde co es la concentraci6n inicial de esporas y c la concentra- 
ci6n que sobrevive luego de calentarlas un tiempo t a una dada 
temperatura, resulta que para una poblaci6n inicial de 8,5x10 5 
5 esporas/ml, c = 3,3x10 esporas/ml. LQS resultados obtenidos en 
el presente trabajo no concuerdan con 10s presentados por Lynt 
et al. Tal como muestra la Tabla 22 las esporas en la condiciones 
descriptas no presentan diferencias en 10s recuentos cuando se 
las calienta 10 minutos a 75OC a pH 5,6 o 7,O en TP-PGYC, o pH 
7,O en soluci6n fisiolbgica. Adembs, laldiferencia con el recuen- 
to sin calentamiento muestra que las esporas usadas son todas de 
una resistencia termica igual o mayor que las estudiadas por Lynt 
y col. Probablemente el resultado obtenido por Lynt y col. se 
deba a que el medio utilizado para producir las esporas no era 
el 6ptimo. 
Tabla22: Efecto del tratamiento tgrmico en el recuento de es- 
poras de Clostridium botulinum tipo G, cepa 89 
Tratamiento Recuento 
(UFC/ml) 
sin calentamiento 
10 minutos a 75OC en 
TP-PGYC pH 7,04 
10 minutos a 75OC en 
TP-PGYC pH 5,60 
10 minutos a 75OC en 
sol. fisiol. pH 7,13 
Condiciones para la activacidn de la toxina 
El Clostridium botulinum tipo G es un microorganismo d6- 
bilmente proteolftico, que a1 igual que el E produce una toxina 
con bajo tftulo que se incrementa notablemente por el tratamiento 
con Cripsina (Duff et al., 1956). Gimgnez y Ciccarelli (1970 b) 
usaron 0,01% de concentraci6n final de tripsina, a pH 5,8, e in- 
cubaron 2 horas a 37OC. Ciccarelli et al. (1977), hicieron la 
activaci6n con 0,1% de concentracidn final e incubaron 30 minutos 
a 37OC. Solomon y Kautter (1979) lo hicieron de acuerdo a1 manual 
de la FDA (Food & Drug Administration 1978, con 1% de concentra- 
ci6n final de tripsina, a pH 6,2 e incubando 1 hora a 370~. 
Esta variedad de posibilidades nos llev6 a buscar las con- 
diciones 6ptimas de activacidn de la toxina. Los resultados pue- 
den verse en las Tablas 23 y 24. En base a ellas, la tripsiniza- 
ci6n se hizo a lo largo de este trabajo, llevando a pH 6,5, 1,35 
ml del medio que la contenfa, luego se agreg6 0,15 ml de soluci6n 
a1 1% de tripsina (concentraci6n final 0,1%) y se incub6 45 mi- 
nutos a 37OC en un bafio termostdtico. La toxicidad del medio sin 
activacidn se determin6 sin ajustar el pH. 
Tabla23: Efecto de la concentraci6n de tripsina y el pH en 
la activaci6n de la toxina botulfnica (expresado 
en dosis letales mfnimas, rat6n por ml). 
MDL, rat6n/ml 
Tabla24: Determinacidn del tiempo de incubacidn de la toxina 
con tripsina para su activacidn a 37OC 
tiemPo MDL, ratdn/ml 
(min) 
Efecto del DH v la actividad acuosa 
Es bien conocido el hecho de que la a, es uno de 10s fac- 
tores importantes que afectan el desarrollo microbiano (Scott, 
1957; Troller and Christian, 1978). Ohye y col. (1966) encontra- 
ron que la cepa mbs tolerante de Clostridium botulinum tipo E 
estudiada por ellos crecla a un a, mfnimo de 0,965 a 30 o 25OC y 
que cualquier reducci6n de la a, por debajo del 6ptimo (0,995) 
afectaba la velocidad de crecimiento de las cepas. Ohye y Christian 
(1966) estudiaron el efecto de la a, y el pH en la capacidad de 
las esporas de Clostridium botulinum tipos A, B y E de desarrollar 
a temperaturas entre 0 y 50°C. A las temperaturas 6ptimas de de- 
sarrollo (30-40°C) y pH 7,O la mfnima a, que Eimitaba el desarro- 
110 fue: 0,95 para el tipo A, 0,94 para el B y 0,97 para el E. Dis -
minuyendo el pH del medio de cultivo encontraron que se incremen- 
ta la mlnima a, a la cual las esporas desarrollan. Similares re- 
sultados obtuvieron Baird-Parker y Freame (1967). 
En el presente trabajo no se determin6 la a, mlnima para 
la germinacidn de las esporas, sino la mfnima a, para lograr de- 
sarrollo y producci6n de toxina. Por ejemplo, a a 0,96 (NaC1) 
W 
y pH 6,9 se observaron algunos pocos bacilos, per0 estos no lo- 
graban desarrollar ni producir toxina. 
Los lfmites de aw y pH asf como su interaccidn no han si- 
do descriptos para el Clostridium botulinum tipo G. Los resulta- 
dos obtenidos en nuestras condiciones de estudio para las distin- 
tas actividades de agua y pH, usando NaCl como humectante, pueden. 
verse en las Figuras 7 a 12. Las Figuras 13 a 15 muestran simila- 
res resultados per0 usando sacarosa para reducir la actividad 
acuosa. Estas figuras indican, entre otras cosas, la mlnima aw- 
para cada pH- a la cual se observo desarrollo a1 cultivar 10s 
caldos a 32OC. Hay varios comentarios que pueden hacerse sobre 
10s resultados obtenidos. En primer lugar, cabe destacar el para- 
lelismo entre las curvas de crecimiento (log UFC/ml vs. tiempo 
de incubaci6n) y las de produccidn de toxina (log M D L / ~ ~  vs. tiem- 
po de incubacidn). En ambos casos la reducci6n de la aw produce 
10s siguientes efectos: a) extensi6n del perlodo "lag"; b) reduc- 
cidn de la velocidad especffica de crecimiento y produccidn de 
toxina; c) dismhuci6n del ndmero mdximo de cglulas alcanzado y 
el tltulo de la toxina; d) inhibici6n completa de desarrollo y/o 
produccidn de toxina por debajo de cierto valor de aw. 
La importancia de activar la toxina con tripsina para una 
mejor sensibilidad de detecci6n se aprecia comparando 10s resul- 
tados que se muestran en las Figuras 7,. 8, 9, 10, 11 y 12 (todas pa -
ra NaCl), y las Figuras 13, 14 y 15 (para sacarosa). En ellas 
Figura 7: Efecto de  l a  a, a  pH 6 , 9  en e l  crecimiento y produc- 
c i6n  de  tox ina  por C. botulinum t i p 0  G cepa 8 9 ,  incu- 
- 
- 
o o l l l l '  I 1 I I I I I t I I 3 6 9 12 15 
- 
TEMPO DE INCUBACION, dias 
- 
Figura 8:Efecto de la a, a pH 6,9,  en la producci6n de toxina 
por C. botulinum tipo G I  cepa 89 incubado a 3 2 ° C  
(sin tripsinar) . 

Figura l0:Efecto de la a, a pH 6,5 en la producci6n de toxina 
por el C. botulinum tip0 G,cepa 89,a 32OC (sin 
tripsinar) . 
Figura 11: Efecto de la a" a pH 5,9 en el crecimiento y la pro- 
Figura 12:  Efec to  de l a  aw a pH 5 , 9  en l a  produccibn de  tox ina  
por e l  C. botulinum t i p o  G ,  cepa 89  incubado a 32OC 
( s i n  t r i p s i n a r )  . 
Fiqura 13: Efecto de la aw a pH 6,9 en el crecimiento y la pro- 
duccidn de toxina por el C. botulinum tipo G, cepa 
89, incubado a 32OC. 
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Figura  1 4 :  Efec to  d e  l a a ;  a pH 6 , 9  en l a  produccidn 
d e  tox ina  por  l a  cepa 89 de C. botulinum t i p 0  
G incubado a 32OC ( s i n  t r i p s i n a r )  
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Fiqura 15: Efecto de l a  a, a pH 5 , 9  en e l  crecimiento y l a  produc- 
se aprecia que el tltulo de la toxina obtenida fue entre 130 a 
600 veces mayor cuando se realizaba la activaci6n con tripsina 
que sin ella. 
Se puede observar que tanto para las corridas usando NaCl 
o sacarosa, el dptimo crecimiento y produccidn de toxina se en- 
cuentra a a, 0,990 para cualquiera de 10s pH investigados, excep- 
to en una ocasidn a pH 5,9 y a, ajustado con sacarosa en que el 
tltulo de toxina a a, 0,996 fue levemente mayor que a a 0,990. 
Esto concuerda con'las investigaciones de Christian y Waltho 
(1962) que establecieron que "cada bacteria no halofllica que se 
ha examinado con suficiente cuidado presenta un a, 6ptimo que ge- 
neralmente cae entre 0,980 y 0,995". Christian (1981) verificd 
la existencia de dicho mdximo para muchas bacterias. 
Es importante notar que en las condiciones dptimas de a, 
y pH (0,990-6,9) aqul estudiadas, las concentraciones mdximas de 
cglulas y de toxinas fueron de 1,6x108 UFC/ml y 200.000 DLM/ml 
para medios de a, ajustada con NaC1, y de 3,1x108 UFC/ml y , 
2.000.000 DLM/ml para medios de a, ajustada con sacarosa. 
La mlnima a, a la cual se encontr6 crecimiento y produccidn 
de toxina fue de 0,965, ya sea 6sta obtenida mediante el agregado 
de NaCl o de sacarosa. Este valor es similar a1 de 0,97 reporta- 
do en la literatura para el C. botulinum tipo E (Emodi and 
Lechowich, 1969; Baird-Parker and Freame, 1967). En consecuencia. 
.el C. botulinum tipo G es bastante mds sensible 'a la reduccidn de 
a que 10s tipos A, B cuyos lfmites de brecimiento son de aw 
. W  
0,94-0,95. Es de hacer notar que cuando se utilize sacarosa para 
reducir la aw se observe crecimiento a una aw de 0,960 (ver Fig- 
13); sin embargo no se verificd la produccidn de toxina. Este re- 
sultado se ratific6 adecuadamente mediante reiterados experimentos 
posteriores. 
Respecto a 10s lfmites de pH se puede afirmar que el mlnimo 
valor a1 cual se obtuvo desarrollo y producci6n de toxina fue de 
5.6 (a la 6ptima aw). Cabe destacar sin embargo, que a este pH 
el desarrollo se produjo con extrema dificultad ya que ~610 se 
observ6 en 2 de 20 tubos inoculados en un primer experiment0 (a 
10s 10 y 13 dlas); en otras dos corridas posteriores destinadas 
a confirmar este resultado no se obtuvo desarrollo en ninguno de 
10s tubos inoculados de este pH (5,6) en 75 dfas. Tambign se hi- 
cieron corridas a pH 5,2 (20 tubos), 5,3 y 5,4 (30 tubos cada 
una) que no presentaron desarrollo en dos meses y medio. Los dos 
tubos de pH 5,6 que mostraron desarrollo, presentaron un recuento 
6 
medio de 10 u~C/ml y 2000 MDL, ratbn/ml. Los resultados del efec- 
to del pH estdn resumidos en la Tabla 25. El valor mfnimo de pH 
que permite el desarrollo de las esporas de C. botulinum depen- 
Tabla25: Crecimiento y produccidn de toxina por Clostridium 
botulinum tip0 G a varios pH, incubados a 32OC (ajus- 
tad0 a la aw Bptima (a*. = 0,990)). 
w 
PH NaCl Sacarosa 
+ : desarrollo y produccidn de toxina 
- - . sin desarrollo en 2% meses 
(a): 2 tubos sobre 20 inoculados 
de de varios factores (Ito y Chen, 1978), tales como tamafio del 
indculo, medio de cultivo, nGmero de cepas utilizadas, temperatu- 
rat etc. El lfmite de pH encontrado para la cepa 89 en nuestras 
condiciones de trabajo, es de 5,6, valor Este bastante superior 
a1 reportado para 10s tipos A, B y E. Este resultado deberfa con- 
firmarse estudiando otras cepas diferentes a la 89. 
Las Fiquras 16 y 17 muestran la dependencia del crecimien- I 
to y produccidn de toxina por C. botulinum tipo G con la varia- I 
ci6n del pH (en el rango 6,9-5,9) a dos niveles de aw (ajustada 
I 
con NaC1). 
Las Fiquras 18 y 19 muestran en un diagrama tri-dimensio- 
nal el efecto combinado de la aw y del pH en el crecimiento y 
producci6n de toxina del C. botulinum tipo G I  cepa 89 incubado 
a 32OC. 
Carnbios morfoldgicos 
Es conocido el hecho de que a medida que un cultivo enve- 
jece y sus nutrientes se agotan 10s microorganismos comienzan a 
presentar cambios morfol6gicos. La Figura 20 muestra un cultivo 
de C. botulinum tipo G incubado 24 horas en TP-PGYC, 
0,966, y la Figura 21 muestra el mismo cultivo a 10s 14 dlas de 
I * , .  
. , 
Figura 16: Efecto del pH a aw 0,990 en el crecimiento y la pro- 
ducci6n de toxina por el C. botulinum tipo G, cepa 
89, incubado a 32OC. 
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Figura 17:  Efecto d e l  pH a a" 0,980 en e l  crecimiento y l a  pro- 
ducci6n de toxina por e l  C. botulinum t i p 0  G, cepa 
89, incubado a 32OC. 
Fiqura 18: Efecto combinado de l a  a, y e l  pH en e l  desarrol lo  
de l a  cepa 89 de C. botulinum t i p o  G a 32OC. 
Fiqura 19:  Efecto cornbinado de l a  aw y e l  pH en l a  produccidn 
de toxina por l a  cepa 89  de C .  botulinum t i p o  G 
a 32OC. 
DLM log rnl 
Figura 20: C. botulinum tipo G de 24-48 horas cultivado en 
TP-PGYC de a" 0,990, pH 6,9. Cada divisidn represen- 
ta 1,2 pm. 
de aw 0,990, y pH 6,9, a 32OC. Son abundantes 10s ba- 
cilos curvos. Cada divisidn representa 1,2 yn 
desarrollo. Se aprecia claramente como en este Gltimo caso apare- 
cen formas bacilares curvadas, en contraste con 10s bacilos rec- 
tos que se aprecian en el cultivo "joven" (Fig. 20). Estas obser- 
vaciones coinciden con las de Smith (1977) que describe formas 
bacilares curvadas de 20 a 45 pm para el Clostridium botulinum, 
cuando crece en medios no excesivamente ricos; estas formas cur-' 
vadas son notoriamente mbs largas que 10s bacilos normales (2-10 
ym de longitud). En el presente trabajo se observ6 que a1 reducir 
la aw y/o el pH las deformaciones bacilares del C. botulinum ti- 
po G aumentaban en intensidad y ocurrlan en forma mbs temprana. 
La Fiqura 22 (aw 0,990; pH 5,6) muestra bacilos extremadamente 
largos que forman verdaderas madejas. La Figura 23 mues'tra un cul- 
tivo de aw 0,960 (ajustado con sacarosa) y pH 6.9; ademds de baci- 
10s muy largos se aprecia aqui la formaci6n de cadenas. El mismo 
resultado se observd a aw 0,965 e identico pH. A partir del ter- 
m .  
cer dfa de desarrollo las coloraciones de Gram de estos medios C' ; 
mostraron bacilos lisados (Figura 24).,.y esto concuerda con el co- 
mienzo de la etapa de declinacidn en la curva de desarrollo (Fig. 
13). 
La Figura 25 muestra un bacilo esporulado de C. botulinum 
tipo G en medio Tarozzi. 
Figura  22: C. botulinum t i p o  G d e  7 2  h o r a s ,  c u l t i v a d o  en  TP-PGYC 
d e  a" 0,990, ( a j u s t a d o  con NaC1) y pH 5,6 a 32OC. Se 
observa que  10s b a c i l o s  son extrernadamente l a r g o s  y 
t o r t u o s o s .  Cada d i v i s i d n  r e p r e s e n t a  2,08 urn 
Figura 23: C. botulinum t i p o  G, de  48  horas cu l t ivado  en TP-PGYC, 
de  aw 0,960 (a jus tado  con sacarosa)  y pH 6,9. E s  nota- 
b l e  l a  formaci6n de cadenas. Cada d iv i s i dn  equivale  a 
1,2 Pm 
Figura 24: C. botulinum tipo G, de 3 dlas cultivado en TP-PGYC, 
de aw 0,960 (ajustado con sacarosa) y pH 6,9 a 32OC. 
Se observa que algunos bacilos de la cadena estdn li- 
sados. Cada divisi6n equivale a 1,2 pm 
Figura 25: C. botulinum tipo G, esporulado en medio Tarozzi a 
32OC. Cada divisidn equivale a 1,2 pm 
Modificacidn del pH producida por el desarrollo del microorganismo 
En todos 10s casos en que se observd desarrollo, simultd- 
neamente se produjo un descenso de 0,2-0,4 unidades de pH. El pri- 
mer caso (0,2) ocurrla cuando el pH original del medio era bajo 
(por ejemplo 5,9) y el segundo (0,4 unidades de pH) para pH mayor 
que 6,O. Si el desarrollo se habfa producido en condiciones des- 
favorables para el microorganismo, es decir que comenzaba la eta- 
pa de muerte inrnediatamente despues de alcanzada la mdxima con- 
centracidn de g6rmenes el pH quedaba fijo en ese valor mbs bajo, 
per0 si 10s microorganismos continuaban viables se producfa un 
aumento leve de pH a partir del segundo dfa. Esto puede verse en 
la Fiqura 26 para la corrida a pH 6,9 (ajustado con NaC1) y valo- 
res de aw 0,996 y 0,970. 
I 
Figura 26: Modificacidn del pH del TP-PGYC producidapor--eldesarrol lo 
de la cepa 89 de C. botulinum tipo G, a 32OC 
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CONCLUSIONES DE LA PMTE I1 
Del presente trabajo se pueden extraer las siguientes con- 
clusiones referentes a1 C. botulinum tipo G, cepa 89: 
a) Se observd una abundante esporulacidn en medio Tarozzi y en 
BHI (Brain Heart Infussion) incubados a 32OC. En VL-agar, en 
superficie, se obtuvo mbs del 80% de esporas. 
b) La suspensidn de esporas de C. botulinum tipo G, cepa 89, en 
solucidn fisioldgica (producidas en medio Tarozzi) mantuvo su 
viabilidad y concentracidn (5.0~10~ esporas/ml) durdnte 2 afioos, 
mantenidas a una temperatura de 4-6OC. 
> .  
c) Se encontrd que un "shock" termico de 10 minutos a 75OC no fa- 
vorecla (ni tampoco perjudicaba) el recuento de colonias, tan- 
to si el shock se realizaba en TP-PGYC a pH 5,6 o 6 , 9 ,  como en 
solucidn fisioldgica. A pesar de ello, en todos 10s experimen- 
tos de este trabajo se utilize el shock tgrmico tal como es la 
prdctica universal aceptada para otros tipos de C. botulinum. 
d) Los estudios realizados confirmaron la necesidad de activar 
la toxina con tripsina, fijdndose las condiciones 6ptimas para 
ello: 0,1% de tripsina, pH 6,5, incubaciBn a 37'C durante 45-1  
- 
minutos. - v L
e) En condiciones dptimas de aw y pH (0,990-6.9) y a una tempera 
tura de 32OC, las concentraciones mdximas observadas de celu-w 
las y de toxina botulfnica fueron del orden de lo8 UFC/ml y 
' 
de 2.000.000 DLM/ml, respectivamente. 1 
I 
f) La mfnima aw a la cual se encontr6 crecimiento y produccidn 
- 
de toxina a 32OC fue de 0,965 ya sea esta obtenida mediante - I 
h 
el agregado de NaCl o sacarosa. 
g) El mlnimo valor de pH a1 cual se encontr6 crecimiento y produc- 
cidn de toxina a una temperatura de 32OC fue de 5,6. 
Estos resultados son 10s primeros que se consignan en la 
literatura a nivel mundial y son un aporte a1 conocimiento del 
comportamiento de C. botulinum tipo G en condiciones dadas de aw 
y pH. Tienen particular importancia a 10s efectos de la protec- 
ci6n de alimentos procesados contra el desarrollo y producci6n 
d e toxina por esta bacteria. 
Tanto el NaCl como la sacarosa son dos solutos ampliamente 
usados en la industria alimentaria, en particular el NaC1, del 
cual podemos decir que es un aditivo comdn a numerosfsimos alimen- 
tos procesados. Dado que Qstos generalmente tienen un pH inferior 
a la neutralidad, y que podrfan admitir alguna reduccidn posterior 
de Bste, 10s resultados del presente trabajo son de importancia 
a 10s efect.os de predecir si existe o no posibilidad de desarro- 
110 de este nuevo tipo de Clostridio, y tambien ajustar las con- 
diciones de a" y pH del aliment0 para que Qsto no ocurra. 
El control de la a, de 10s alimentos serd cada vez mds im- 
portante a medida que se desarrollen nuevos productos y que se 
utilizen mBtodos de ~rocesamiento con un a~rovechamiento mds efi- 
ciente de la enerafa. Es im~ortante aue como tecn6loaos alimenta- 
rios a~rendamos a medir v controlar la actividad de aaua v com- I 
4' prendamos su influencia en la microbiolosfa de 10s alimentos aue 7 
;I ' 
se producen. w 
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